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RESUMEN

Investigadores e industriales trabajan en el desarrollo de nuevas
formulaciones y procesos que garanticen la calidad y la seguridad de los
alimentos. En el ambito de las nuevas formulaciones, los subproductos de la
industria alimentaria representan una potencial fuente de materias primas
econOmicas, y ricas en componentes bioactivos, cuyas propiedades
tecnolégicas y antimicrobianas se encuentran todavia escasamente
estudiadas. En este contexto se plantea el objetivo del presente estudio,
evaluar las propiedades antimicrobianas de tres subproductos citricos;
mandarina, naranja y limén, frente a dos patégenos de especial interés para
la industria agroalimentaria Salmonella typhimurium y Escherichia coli
0157:H7, en medio de referencia, bajo diferentes condiciones de incubacion:
temperatura [5-22] °C y concentracion de subproducto [0.5-10] % (p/v). De
los resultados obtenidos se concluye que todos los subproductos presentan
efecto bacteriostatico y/o bactericida bajo las condiciones estudiadas, siendo
el subproducto de mandarina mas efectivo frente a los microorganismos
considerados. Los valores maximos de reduccion en ambas poblaciones
microbianas tras la exposicién a un 5 % (p/v) de mandarina, alcanzan niveles
de =8 ciclos logio en refrigeracion (5°C) para S. typhimurium y 1.60 ciclos
logio para E.coli O157:H7, a temperatura ambiente (22°C). De los estudios
llevados a cabo en la presente tesina de master se concluye que los
subproductos citricos presentan capacidad antimicrobiana efectiva, pudiendo
actuar como barrera a la proliferacion microbiana, adicionados, por ejemplo,
a bebidas pasteurizadas, prolongando la vida utili de las mismas en
refrigeracion, contribuyendo ademas a cumplir con objetivos de residuo cero
marcados por la Union Europea.

RESUM

Investigadors i industrials treballen en el desenvolupament de noves
formulacions i nous processos que garanteixquen la qualitat i la seguretat
dels aliments. En I'ambit de les noves formulacions, els subproductes de la
indUstria alimentaria representen una potencial font de materies primes
economiques, i rigues en components bioactius, quines propietats
tecnologiques i antimicrobianes es troben encara escassament estudiades.



En aquest context es planteja I'objectiu del present estudi, avaluar les
propietats antimicrobianes de tres subproductes citrics; mandarina, taronja i
llimona, davant de dos patogens d'especial interés per a la industria
agroalimentaria Salmonella typhimurium i Escherichia coli O157: H7, en mig
de referéncia, i sota differents condicions d’incubacio: temperatura [5-22] °C i
concentracié de subproducte [0.5-10] % (p/v). Dels resultats obtinguts es
conclou que tots els subproductes presenten efecte bacteriostatic i / o
bactericida sota les condicions estudiades, sent el subproducte de
mandarina més efectiu davant dels microorganismes considerats, Els valors
maxims de reduccié en ambdues poblacions microbianes arriben a nivells de
~8 cicles logip per S. typhimurium en condiciones de refrigeracio (5°C) i 1.60
cicles logip per E.coli O157: H7 a temperatura ambient (22°C). Dels estudis
duts a terme en aquesta tesina de master es conclou que els subproductes
citrics presenten capacitat antimicrobiana efectiva, i poden actuar com a
barrera a la proliferaci6 microbiana adicionats, per exemple, a begudes
pasteuritzades, perllongant la vida util de les mateixes en refrigeracio,
contribuint a més a complir amb objectius de residu zero marcats per la Unio
Europea.

ABSTRACT

Scientific researchers and food processors are working in the development
of new formulations and new technologies to ensure the quality and safety of
food products. In the area of the new formulations, by-products from the food
industry are a potential source of inexpensive raw materials, and rich in
bioactive components whose technological and antimicrobial properties are
still scarcely studied. In this context there is focused the objective of the
present study, to evaluate the antimicrobial properties of three citrus by-
products, tangerine, orange and lemon, against two pathogens of particular
interest to the food industry Salmonella typhimurium and Escherichia coli
0157: H7, in reference medium, under different incubation conditions:
temperature and by-products concentration. According to obtained results, it
can be concluded that all citric by-products showed bacteriostatic and / or
bactericidal effect under the studied conditions, being the tangerine by-
product more effective against considered microorganisms. Maximum
reduction levels in both microbial populations achieved values of =8 logio
cycles for S. typhimurium at refrigeration temperature (5°C) and 1.60 logio
cycles for E.coli O157: H7 at room temperature (22°C). From the studies
carried out in this master thesis it can be concluded that citrus by-products
have effective antimicrobial activity, and may act as a barrier to microbial
growth added to pasteurized beverages, e.g prolonging their shelf-life under
refrigeration, and in addition contributing to meet zero waste targets set by
the European Union.

Palabras clave: Subproductos citricos, mandarina, limén, naranja, S.
typhimurium, E. coli O157:H7, concentracion minima inhibitoria (MIC),
concentracion minima bactericida (MBC).



INTRODUCCION

La industria agroalimentaria espafiola cerr6 2010 con unas ventas netas
cercanas a los 81.369 millones de euros (16% de las ventas netas del total
de la industria y el 8% del PIB espafiol), lo que la convierte en el primer
sector industrial de la economia espafiola y el quinto de Europa (INE, 2011).

Las actuales industrias alimentarias deben innovar y desarrollar nuevos
productos alimenticios que satisfagan las necesidades cambiantes y
exigencias de los consumidores. Fruto de esta intensa actividad productiva,
las industrias agroalimentarias de frutas y verduras generan una gran
cantidad de residuos organicos, algo que deriva en importantes pérdidas
econdmicas y medioambientales. Los subproductos agroindustriales
presentan, sin embargo, un amplio potencial de aprovechamiento que debe
ser rentabilizado de manera eficiente (Arvanitoyannis y Varzakas ,2008).

Cada dia es mayor el nUmero de empresas y grupos de investigacion que
tratan de obtener un rendimiento de estos subproductos y reducir la
generacion del residuos contaminantes (Martin-Luengo et al, 2011; Martin-
Belloso, 2009). Hasta la fecha, entre las principales vias de
aprovechamiento de dichos subproductos vegetales destacan: (i) su uso
como bioadsorbentes durante la etapa de pre-tratamiento de aguas
residuales; (ii) agentes fitoquimicos en agricultura; (iii) alimentacion directa
del ganado o para la fabricacion de piensos; (iv) utilizacion en la industria del
papel por su alto contenido en celulosa; (v) fabricacién de biocombustibles; y
recientemente, (vi) aislamiento de ingredientes funcionales vy, (vii) obtencién
de alimentos con un valor nutricional afiadido(Gracia R.A, 2004).

La posible integracion de los subproductos de la industria agroalimentaria
como ingredientes en nuevas formulaciones de alimentos supondria una
solucion a la actual problematica medioambiental, y la posibilidad de obtener
nuevos productos alimenticios que logren satisfacer las necesidades de los
consumidores (Aruoma et al, 2012). Tradicionalmente, para asegurar la
inocuidad de los alimentos y prolongar su vida util, la aplicacién de
tratamientos térmicos prolongados y el uso de conservantes quimicos han
sido las metodologias mas empleadas (Raso y Barbosa-Céanovas, 2003). Sin
embargo, los consumidores actuales son cada vez mas conscientes de la
relacion existente entre una alimentacion saludable y una mejora de la
calidad de vida (Hamm y Bellows, 2003), por ello buscan alimentos frescos o
minimamente procesados sin adiccion de aditivos quimicos.

Por tanto, y concretamente, en materia de higiene y seguridad
alimentaria, es una realidad a la orden del dia el desarrollo de nuevas
estrategias que permitan reducir y limitar la presencia de patdégenos en
alimentos, (Good Hygienic Practices, GHP) (Matyjek et al, 2005)
manteniendo la calidad organoléptica y nutricional de los mismos, (p.e.
alimentos procesados por altas presiones hidrostaticas), realidad en la que el
empleo de sustancias naturales con capacidad antimicrobiana encuentra
cabida.

Son diversos los estudios que profundizan en el valor funcional de los
compuestos fitoquimicos presentes en diversos vegetales. En este sentido,
los subproductos agroindustriales son también fuente de compuestos
bioactivos de gran importancia para la dieta humana.



Este es el caso de las frutas citricas, ricas en fibra, vitaminas y minerales,
carotenoides y los flavonoides. (Igual et al, 2013; Tripoli et al, 2007). Los
estudios han demostrado una significativa reduccion del riesgo de desarrollo
de enfermedades crénicas, por ejemplo el cancer, enfermedades
cardiovasculares, diabetes y Alzheimer asociada al consumo de frutas y
vegetales (Ladaniya M.S., 2008). Ademas, diversos estudios atribuyen
propiedades antimicrobianas, bacteriostaticas y/o bactericidas a los aceites
esenciales presentes en las frutas (Dembitsky et al, 2012). Este hecho, unido
a la revolucion que tiene lugar actualmente por parte de las industrias
(Saucedo-Reyes et al, 2009) que tratan de satisfacer a un consumidor
informado, preocupado por la salud, y el consumo de alimentos saludables, y
faciles de preparar, nos llevan a focalizar esfuerzos en investigar el posible
uso de compuestos tan naturales como sea posible, “ingredientes”, que
aportando cierto caracter funcional o incrementando la calidad organoléptica
del producto, cuando sean incorporados en la matriz alimentaria, aporten
ademas un caracter antimicrobiano (Kneafsey et al, 2013), cumpliendo asi
con los objetivos de calidad y seguridad alimentaria establecidos por la
FAO/OMS.

En este contexto, se plantean los principales objetivos del presente
estudio: (i) determinar la capacidad antimicrobiana de subproductos citricos
limén, naranja, y mandarina procedentes de la industria de procesado de
zumos, frente a los patégenos S. typhimurium y E.coli O157:H7; y (ii) evaluar
la influencia de los factores, concentracion de subproducto y temperatura de
incubacion, en dicha capacidad antimicrobiana.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismos

A partir de li6filos proporcionados por la Coleccién Espafiola de Cultivos
Tipo se obtuvieron multiples viales en fase estacionaria de ambas cepas de
estudio (Salmonella entérica serovar typhimurium CECT 443 y Escherichia
coli O157:H7 CECT 4157), siguiéndose el procedimiento descrito por Pina-
Pérez et al, (2012). Su concentracion celular promedio se determind por
recuento de viables en Agar Triptona Soja (TSA; Scharlab S.L., Espafia). El
valor obtenido a partir de cuatro muestras fue de 7,60 x 10° ufc/mL. El cultivo
en fase estacionaria de crecimiento se almacené a una temperatura de -80
°C hasta su utilizacion en el laboratorio.

Subproductos citricos

El siguiente trabajo estd centrado en el estudio de las propiedades
bacteriostaticas/bactericidas de los subproductos de las frutas citricas de
consumo mas frecuente, naranja, mandarina y limon.

Los subproductos citricos fueron proporcionados en polvo por una
empresa externa productora de zumos, y proceden de la piel del limén, la
mandarina y la naranja.



Figura 1. Subproductos de mandarina,
experimentalmente en laboratorio

limén y naranja en polvo utilizados

El aprovechamiento de estos subproductos por su posible potencial
antimicrobiano se enmarca en el proyecto INNPACTO: “‘NUEVOS
PRODUCTOS PARA ALIMENTACION, OBTENIDOS A PARTIR DE LA
VALORIZACION DE SUBPRODUCTOS HORTOFRUTICULAS” IPT-2011-
1724-060000. www.valbio.es vigente en el laboratorio de procesos de
conservacion del IATA.

Evaluacion de la capacidad antimicrobiana

La evaluacién del potencial antimicrobiano atribuible a los subproductos
citricos en estudio se llevé a cabo en medio de referencia, agua de peptona
tamponada (Buffered peptone water, BPW) (Scharlab, S.A., Barcelona,
ESPANA) 1 %o (p/v) (Oyarzabal et al, 2007). El sustrato de referencia fue
inoculado con los patégenos en estudio hasta una concentracion final de 108
ufc/mL. Con el objetivo de evaluar la capacidad antimicrobiana de los
subproductos, éstos se adicionaron al sustrato en concentraciones de 0.5, 1,
5y 10 % (p/v) obteniendo curvas de evolucion de carga microbiana (ufc/mL)
con el tiempo de almacenamiento y bajo diferentes temperaturas de
incubacioén: 5, 10 y 22 °C. El recuento de viables se realiz6 siguiendo el
procedimiento de diluciones seriadas y recuento en placa, y siempre
utilizando alicuotas tomadas a intervalos regulares de tiempo dependiendo
de la temperatura de almacenamiento, hasta que el crecimiento o la muerte
del microorganismos llegd a una situacion estable: 96 horas para5y 10 °Cy
24 horas para 22 °C.


http://www.valbio.es/

Las diluciones se efectuaron en agua de peptona estéril al 1%o0 (Scharlab
S.L., Espaia), las siembras por inmersion y los recuentos en TSA (Scharlab
S.L., Espafia), transcurridas 24 horas de incubacion a 37° C.

Figura 2. Subproductos citricos en condiciones de trabajo utilizando sustrato de referencia
agua de peptona 1 %o.

La capacidad antimicrobiana de los subproductos en estudio sera
evaluada en términos de reduccién/crecimiento (log (Ni#/No)) de la poblacion
inicial con el tiempo de almacenamiento, siendo No (UFC/mL) el nimero
inicial de microorganismos a tiempo cero, y Nf (UFC/mL) el numero final de
microorganismos a cada t (h); y bajo las condiciones en estudio:
concentracion de subproducto [0-10] % (p/v) y temperatura de incubacion 5,
10, y 22 °C. Ademds, con objeto de establecer comparaciones, se
caracterizara el comportamiento de cada uno de los microorganismos a la
exposicion a subproductos citricos mediante la estimacion de las
concentraciones minima inhibitoria (MIC) y minima bactericida (MBC)
definidas a continuacion:

Concentracion minima inhibitoria MIC: concentracibn mas baja de una
sustancia antimicrobiana en el rango testado, capaz de inhibir
completamente el crecimiento microbiano (Guillier et al, 2007)

Concentracion minima bactericida (MBC): concentracion mas baja de una
sustancia antimicrobiana en el rango testado capaz de ejercer un efecto
bactericida sobre el microorganismo en estudio (Bar et al, 2009).



Analisis Estadistico de Resultados.

Empleando el programa Statgraphics® Centurion XV (StatPoint
Technologies Inc., USA) se realizaron analisis de la varianza (ANOVA) de
los resultados obtenidos para valorar si los factores analizados han influido
de forma significativa en el proceso.

Posteriormente, se construyeron graficos de barras para representar los
resultados obtenidos empleando el software Microsoft Office Excel ® 2010
(Microsoft ® Corporation, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Capacidad antimicrobiana de los subproductos limén, mandarina y
naranja frente a S. typhimurium.

La grafica 1 muestra el efecto de la temperatura de incubacion (5, 10 y
22°C) y de la concentracion (0, 0.5, 1, 5y 10% (p/v)) de cada subproducto,
limén, mandarina y naranja, sobre el crecimiento de células de Salmonella
typhimurium tras 96h y 24h de incubacion a 5 y 10°C y 22°C,
respectivamente. De acuerdo a un andlisis de ANOVA se obtuvo que, para
todos los subproductos estudiados, tanto la temperatura de incubacion como
la concentracibn de subproducto adicionada al medio, influyen
significativamente (p<0.05) en la capacidad antimicrobiana observada, de
modo que una mayor concentracion de subproducto produce una mayor
inhibicion del crecimiento. La adicion de un 5% (p/v) de subproducto
produce, en general, el mayor efecto sobre el crecimiento de Salmonella no
existiendo diferencias significativas entre las concentraciones 5y | 10%.

La grafica 2 muestra la evolucion de los recuentos de células de S.
typhimurium incubadas a 5°C, 10°C y 22°C y expuestas a un 5% (p/v) de los
diferentes subproductos, y los compara con los obtenidos en la muestra
control (0% de subproducto). Los resultados muestran que 5°C es una
temperatura de inhibicién del crecimiento de Salmonella incluso en ausencia
de subproducto (Yang et al, 2001; Mafas et al, 2003). Sin embargo, a esta
temperatura la adicion de un 5% del subproducto de naranja y mandarina
tiene efecto bactericida provocando la muerte progresiva de Salmonella,
llegando a inactivar un méaximo de 8 ciclos logaritmicos en el caso del
subproducto de mandarina.

A 10°C, temperatura de cierto abuso de refrigeracién, Salmonella es
capaz de comenzar a crecer. En estas condiciones, la adicién del
subproducto de limén inhibe el crecimiento, mientras que los subproductos
de naranja y mandarina presentan de nuevo un caracter bactericida,
inactivando hasta 8 ciclos logaritmicos en el caso de mandarina. En
ausencia de refrigeracion (22°C), se observa crecimiento de Salmonella, sin
embargo, la adicibn de un 5% (p/v) de cualquiera de los subproductos
citricos estudiados inhibe el crecimiento de dicho microorganismo. Es en el
caso de temperaturas de ligero abuso de refrigeracién (10°C) o de ruptura
absoluta de la cadena de frio (22°C) donde resulta mas interesante la accion
de los subproductos de citricos ya que actian como medida adicional del
control del crecimiento de S. typhimurium.
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Grafica 1. Ratios de reduccion (Log:o(N#N,)) en los niveles de poblacién de S. typhimurium
para las concentraciones de 0, 0.5, 1, 5y 10 % y para las diferentes temperaturas de
incubacion (5°C, 10°C y C 22°C) aplicadas a los diferentes subproductos en estudio: limén,
mandarina y naranja.
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Grafica 2. Evolucién de la poblacion de células de S. typhimurium bajo el efecto de los
diferentes subproductos adicionados al 5 % (p/v), a las distintas temperaturas de
incubacion.



Desglosando la efectividad bactericida/bacteriostatica de cada uno de los
subproductos destaca el potencial del subproducto de mandarina, que
resultd ser el mas efectivo frente a S. typhimurium. A 5-10°C presenté efecto
bactericida, llegando a inactivar hasta 8 ciclos logaritmicos, mientras que a
22 °C es capaz de inhibir el crecimiento de Salmonella a cualquier
concentracion estudiada e inactivar hasta 2 ciclos logaritmicos para
concentraciones del 5%. En cuanto al subproducto de naranja, presenta las
mejores propiedades bactericidas frente a S. typhimurium a temperatura de
refrigeracion (5°C), consiguiéndose un maximo de 3.6 ciclos logio para una
concentracion del 5% de subproducto. A 10 °C los niveles de inactivacion
alcanzados se sitian en valores entre [1.40-1.55] ciclos logi, para
concentraciones de subproducto 0.5-10% (p/v) respectivamente, mientras
que a 22 °C la adicion de naranja inhibe el crecimiento de S. typhimurium a
cualquiera de la concentraciones estudiadas. El subproducto de limén es el
gue menor efecto presenta, sin embargo, es capaz de inhibir el crecimiento
de Salmonella a cualquiera de las concentraciones y temperaturas
estudiadas. La tabla 1 incluye la caracterizacion del microorganismo S.
typhimurium en funcion de la concentracion minima inhibitoria y de la
concentracion minima bactericida requerida bajo cada una de las
condiciones estudiadas.

Tabla 1. Concentracién minima inhibitoria (MIC) y concentracién minima bactericida (MBC)
en condiciones ensayadas. Ausencia de efectos significativos (--).

Salmonella typhimurium

Temperatura(2C) Subproducto MIC (%) MBC (%)
Naranja -
5 Limén -
Mandarina - 0,5
Naranja - 0,5
10 Limén - 0,5
Mandarina 0,5 5
Naranja 0,5 5
22 Limdn 0,5 5
Mandarina - 0,5

Como se puede observar a partir de los resultados obtenidos en los
ensayos experimentales, S. typhimurium presenta una elevada sensibilidad a
las propiedades antimicrobianas de los subproductos citricos, siendo
efectivas en concentraciones minimas inhibitorias (MIC) de 0.5% (p/v) en
todo caso, y MBC en el rango [0.5-5] % (p/v). Sin embargo, la sensibilidad de
este microorganismo en términos de MIC y MBC viene claramente
condicionada por la temperatura de incubacion, y el subproducto citrico de
que se trate en cada caso. Asi bien, el subproducto de mandarina muestra la
mayor efectividad frente a S. typhimurium, con un valor de MBC mas bajo
para la temperatura de 5°C.
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La contribucion de las temperaturas de refrigeracion a la capacidad
antimicrobiana de los subproductos es clara. Para todos los subproductos,
las temperaturas de refrigeracion 5y 10 °C ejercen un cierto efecto sinérgico
con la concentracion de subproducto adicionada al medio, siendo la MBC
requerida a estas temperaturas, inferior a la requerida a temperatura
ambiente. El efecto bacteriostético de la temperatura ha sido previamente
estudiado por otros autores quienes atribuyen a las bajas temperaturas un
efecto respuesta al estrés por parte de los microorganismos,
correspondiente a la activacion de mecanismos de defensa metabdlica, y
cambios moleculares, entre otros (Shaphiro y Cowen, 2012).

Capacidad antimicrobiana de los subproductos limon, mandarinay
naranja frente a Escherichia coli O157:H7.

La grafica 3 muestra los resultados obtenidos experimentalmente tras la
exposicion de células de Escherichia coli O157:H7 a concentraciones de 0,
0.5, 1,5y 10 % (p/v) de los subproductos estudiados, limén, mandarina y
naranja, a las diferentes temperaturas de incubacion 5 °C, 10 °C, y 22 °C. De
acuerdo a un analisis de ANOVA se obtiene que, para todos los
subproductos estudiados, tanto la temperatura de incubacibn como
concentracion de  subproducto adicionada al medio, influyen
significativamente (p<0.05) en la capacidad antimicrobiana observada frente
a E.coli O157:H7. ElI mayor efecto antimicrobiano se alcanza para
concentraciones del 5 y 10% no existiendo diferencias significativas entre
ellos.

La grafica 4 muestra la evoluciéon de los recuentos de células de E. coli
incubadas a 5°C, 10°C y 22°C y expuestas a un 5% (p/v) de los diferentes
subproductos, y los compara con los obtenidos en la muestra control (0% de
subproducto). Como en el caso de S. typhimurium, los resultados muestran
que 5°C es una temperatura de inhibicién del crecimiento de E. coli incluso
en ausencia de subproducto. Sin embargo, a esta temperatura la adicion de
un 5% del subproducto de naranja y mandarina tiene efecto bactericida
provocando la muerte progresiva de E. coli llegando a inactivar hasta 1.6
ciclos logaritmicos en el caso del subproducto de mandarina.

A 10°C, temperatura de cierto abuso de refrigeracion, E. coli es capaz de
comenzar a crecer. En estas condiciones, la adicion del subproducto de
limén y naranja presenta efecto bacteriostético. En ausencia de refrigeracion
(22°C), se observa crecimiento de E. coli sin embargo, la adicion de un 5%
(p/v) de cualquiera de los subproductos citricos estudiados inhibe el
crecimiento de dicho microorganismo, siendo bactericida la adicion de
mandarina, inactivando un maximo de 1.6 ciclos logaritmicos. Como en el
caso de Salmonella, es en las situaciones de ligero abuso de refrigeracion
(10°C), o de ruptura absoluta de la cadena de frio (22°C), donde resulta mas
interesante la accion de los subproductos citricos estudiados, ya que actian
como medida adicional del control del crecimiento.
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El subproducto de mandarina resultd ser el mas efectivo en cuando a
reducir los niveles de E.coli O157:H7, [1.30-1.60] ciclos logio, a las
temperatura de 5 y 22 °C, respectivamente. En cuanto a los subproductos
del limén y naranja, a temperaturas de refrigeracion (5-10°C) presentan
caracter bactericida (0.50-1 ciclo logaritmico), mientras que a 22°C
presentan caracter bacteriostatico.

La tabla 2 incluye la caracterizacion de E. coli O157:H7 en funcion de la
concentracion minima inhibitoria (MIC) y de la concentracibn minima
bactericida (MBC) requerida bajo cada una de las condiciones estudiadas.

Tabla 2. Concentracién minima inhibitoria (MIC) y concentracion minima bactericida (MBC)
en condiciones ensayadas. Ausencia de efectos significativos (--).

Escherichia coli

Temperatura(2C) Subproducto MIC (%) MBC (%)

Naranja - 1
5 Limén - 5
Mandarina - 5
Naranja 0.5 5
10 Limdn - 5
Mandarina 0,5 -

Naranja 0,5
22 Limén = 5
Mandarina 0.5 5

Los subproductos citricos en estudio son efectivos frente a E.coli 0157:H7
con valores de MIC de 0.5% (p/v) a las diferentes temperaturas estudiadas, y
valores de MBC en el rango comprendido entre [0.5-5] % (p/v), cuando los
subproductos en estudio son adicionados al medio de referencia. No
obstante, la sensibilidad de E.coli O157:H7 en términos de MIC y MBC viene
condicionada, al igual que en el caso de S. typhimurium, por la temperatura
de incubacion y por el tipo de subproducto citrico utilizado en cada caso. Si
bien el subproducto de mandarina posee efecto bactericida a 5°C,
bacteriostatico a 10°C y ambos efectos a 22°C, los subproductos de naranja
y limoén, aunque con idénticos valores de MIC y MBC que la mandarina (a
10-22°C), poseen una menor capacidad en términos de reduccion de la
poblacién microbiana.

En términos generales, y de acuerdo a los valores obtenidos en cuanto a
MIC y MBC para E.coli O157:H7 podemos concluir que la sensibilidad de
este microorganismo a los subproductos citricos estudiados es inferior a la
observada frente a S. typhimurium, bajo las mismas condiciones de estudio.

Justificacion de la capacidad antimicrobiana de los subproductos
citricos frente a S. typhimurium y E. coli O157:H7

La sensibilidad de los microorganismos estudiados a los subproductos
citricos es debida a diversos factores.
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De entre los factores mas importantes implicados en este proceso
destacan la temperatura, el pH (Gabriel y Nakano, 2010), la composicion del
subproducto (Bajpai, 2012), y la propia especie microbiana. Ambos
patdgenos pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, y son
microorganismos mesdfilos, con temperatura 6ptima 37°C, (Olaimat y Holley,
2012), por este motivo el crecimiento microbiano es limitado a las
temperaturas de refrigeracion y de abuso de refrigeracion, observandose un
efecto sinérgico temperatura-concentracion de mandarina en lo que respecta
a la reduccion de la poblacion microbiana a 5y 10 °C (Alali et al 2012).

En general, el pH es un factor de control destacable en alimentos acidos
ya que inhibe el transporte celular y la actividad enzimatica de los
microorganismos. La tabla 3 muestra los valores de pH medidos para los
subproductos estudiados para las concentraciones 5 y 10% en agua de
peptona.

Tabla 3. Valores de pH medidos de las concentraciones de subproducto que han
manifestado efectos bacteriostatico/bactericida

Mandarina Naranja Limoén
5% 10% 5% 10% 5% 10%
pH 4.39+0.02 4.2410.01 4.85+0.04 4.54+0.02 3.92+0.06 3.77+0.06

Como puede observarse el subproducto de limon es aquel que presenta
un menor valor de pH, sin embargo es la mandarina el subproducto frente al
cual los microorganismos en estudio muestran la mayor sensibilidad, por lo
que se podria concluir que el pH no es el factor mas condicionante en cuanto
a definir la capacidad antimicrobiana de los subproductos incluidos en el
presente trabajo.

Posiblemente el efecto que mas condiciona las propiedades
bacteriostaticas/bactericidas de los subproductos sea la propia composicién
de los mismos. En este sentido, son muchos los estudios que destacan la
capacidad antimicrobiana de los compuestos terpénicos y flavonoides
presentes en frutas citricas (Espina et al, 2011; Viuda-Martos et al, 2008;
Burt, 2004). Se trata de compuestos localizados mayoritariamente en la piel
y semillas de las frutas y su composicién es variable dependiendo de la
variedad. Son compuestos lipidicos responsables de las propiedades
aromaticas de los productos citricos, ademas poseen propiedades
antimicrobianas de interés para la industria alimentaria y farmacéutica
(Sobrino-Lopez et al, 2006; Quintavalla et al, 2002).

Dichas propiedades antimicrobianas, han sido testadas tanto frente a
bacterias Gram positivas como Gram negativas siendo especialmente
eficaces frente a las Gram negativas, como en este caso S. typhimuriumy E.
coli O157:H7 (Raybaudi-Massilia et al, 2009). Sin embargo, hasta la fecha el
mecanismo responsable de la actividad antimicrobiana de los terpenos y los
flavonoides no est4 totalmente claro.

La hipotesis generalmente establecida afirma que los componentes
hidrofobos de los aceites esenciales tienen capacidad para romper los
componentes lipidicos de la membrana y las mitocondrias de las bacterias
por lo que se ocasiona la liberacion del contenido celular (Tripoli et al, 2007).
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Entre las principales condiciones que favorecen estas acciones se
encuentran la baja temperatura y el bajo pH (Burt, 2004). Los aceites
esenciales mas frecuentes en los productos citricos son la naringina y la
neohesperidina. La tabla 4 muestra la composicion mayoritaria de aceites
esenciales presentes en cada uno de los subproductos estudiados. Aunque
el contenido en aceites esenciales presentes en la mandarina, se diferencia
escasamente del obtenido para la naranja, la actividad antimicrobiana de la
mandarina puede ser debida a la interaccion sinérgica de otros
constituyentes presentes en cantidades menores (Tiwari et al, 2009).

Tabla 4. Distribucién porcentual de terpenos presentes en aceites esenciales de limén,
naranja y mandarina procedentes de Espafia (Adams, 2001).

Compuestos Porcentajes (%)

Limon Mandarina Naranja
Mirceno 0.84 0.73 0.92
Limoneno 59.10 74.38 85.50
y-Terpineno 9.66 -- --
Carvona 0.06 1.87 0.65

Los resultados obtenidos en el presente estudio evaluando capacidad
antimicrobiana de subproductos citricos frente a S. typhimurium y E coli
0157:H7, coinciden con los resultados obtenidos por Espina et al, 2011
trabajando con frutas citricas. Sin embargo, tendencias actuales apuntan a la
basqueda de simbiosis especificas [sustancia antimicrobiana-patégeno
objetivo-condiciones de exposicion] que resulten especificamente eficaces
bien individualmente, (p.e. prolongando la vida uatil de productos
pasterizados), o bien combinados con otras técnicas de conservacion de
alimentos, pensando en tratamientos mas suaves, consiguiendo sinergias en
inactivacion. Es en este sentido, en el que la posible utilizacion de
subproductos citricos encuentra una potencial cabida, no sélo desde un
punto de vista de calidad, utilizando estos ingredientes como aditivos
saborizantes y aromatizantes, sino desde un punto de vista de seguridad
alimentaria, como medida de control adicional frente a microorganismos de
riesgo.

CONCLUSIONES

Este trabajo ha estado centrado en el aprovechamiento de subproductos
de frutas citricas de gran consumo; naranja, limén y mandarina, como
posibles ingredientes naturales con propiedades antimicrobianas, Yy
considerando ademas su caracter organico y dificil degradabilidad, dicho
aprovechamiento reduciria los problemas medioambientales de las
empresas productoras.
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Los resultados obtenidos demuestran que los tres subproductos citricos
poseen propiedades antimicrobianas efectivas frente a Salmonella
typhimurium y Escherichia coli O157:H7 en las condiciones de temperatura y
concentraciones ensayadas, siendo un 5% (p/v) la concentracion mas
efectiva para todos los subproductos.

Los resultados han demostrado que S. typhimurium posee una mayor
sensibilidad a las propiedades antimicrobianas de los subproductos citricos
en comparacion con E.coli O157:H7, alcanzandose reducciones de 8 y 1.6
ciclos logaritmicos, respectivamente.

El subproducto que mayor capacidad antimicrobiana presenta es la
mandarina, tanto por su caracter bacteriostatico como bactericida.

La adicion de estos subproductos citricos resulta de interés en el caso de
productos refrigerados, en las situaciones de ligero abuso (10°C) o de
ruptura absoluta de la cadena de frio (22°C), ya que actian como medida
adicional de control del crecimiento de los microorganismos estudiados.
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