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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue estudiar las posibilidades tecnoldgicas de producir
bioconservantes para productos carnicos a partir de los subproductos del proceso de
fermentacién de dos cepas de bacterias acido-lacticas, Lactobacillus plantarum vy
Pediococcus pentosaceus. Ambas son parte de la coleccidn de cultivos starter de la

empresa colaboradora del proyecto, y son comercializadas con este fin.

En una primera parte, se estudiaron las condiciones de produccién industrial de los
cultivos iniciadores paradeterminar las curvas de crecimiento de los mismos en un medio
de cultivo de referencia (MRS) y en medios experimentales. Considerando que los
recuentos mas altos y la mayor produccién de 4acidos (mayor descenso de pH) se
obtuvieron con MRS, se selecciond este medio para desarrollar las siguientes fases del

proyecto.

A continuaciodn, se estudiaron técnicas para la estabilizacion microbioldgica de los
caldos de fermentacién de manera que el efecto antimicrobiano dependiese Unicamente
de los metabolitos producidos al inactivarse los microorganismos vivos. Dichas técnicas
fueron la pasteurizacion, la purificacién parcial y |a filtracién. Para determinar el efecto del
proceso de estabilizacion sobre las propiedades antimicrobianas de los caldos
estabilizados, se realizaron pruebas in vitro con Listeria innocua como microorganismo
diana. Asi, se observd que la pasteurizacidn (P) y la filtracion mantenian las propiedades
antimicrobianasdel caldo, a diferencia dela purificacién parcial (PP), a través de la cual se
perdia completamente el poder antimicrobiano. Finalmente se selecciond la técnica de
Filtracion (F) dado quees un procedimiento que permitiria recuperar los microorganismos
viables (parala produccion de cultivos starter) mientras se obtiene un caldo estabilizado
con los metabolitos antimicrobianos, a diferencia de la pasteurizaciéon, queal tratarse de

un tratamiento térmico impide la recuperacidn de microorganismos vivos.




Resumen/Resum /Summary

Considerando el efecto antimicrobiano observado, se caracterizé la produccion de
acidos orgdnicosyla presencia de otras sustanciasantimicrobianas, como el peréxido de
hidrégeno o las bacteriocinas. Ambas no pudieron ser detectadas en los caldos de
fermentacion, de modo que en las condiciones estudiadas, el efecto antimicrobiano se
atribuyeexclusivamentea la presencia dedacidos organicos. Para caracterizar la capacidad
antimicrobiana se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI)y la concentracién
minima letal (CML). Comparando el efecto antimicrobiano delos caldos de fermentacion
de 24 horas de ambos microorganismos sobreL. innocua, se observé que la CMly la CML
fueron inferiores para el caldo de L. plantarum (L-24F) en comparacién con los de P.

pentosaceus (P-24F), locual serelacionaa una mayor produccién de acidos del primero.

Como se ha comentado anteriormente, este proyecto tiene como finalidad elaborar
un producto bioconservante que pudiera ser incorporado de forma conveniente en un
producto carnico. Para ello, se obtuvieron productos en polvo a partir del extracto libre
de células empleando las técnicas de secado por atomizacion y liofilizacién. Se testaron
como soportes dextrina o maltodextrina. Los bioconservantes en polvo mostraron un
efecto antimicrobiano in vitro (sobre L. innocua) inferior al delos caldos, o cual seatribuyo
a la presencia del soporte. Por otra parte, se ensayé ademas el efecto antimicrobiano
sobre L. monocytogenes y E. coli 0157:H7, dos microorganismos patdgenos de interés en
el sector carnico.Enambos casos se obtuvo un efecto antimicrobiano similaral observado
para el casodel. innocua. El producto obtenido a partir de L. plantarum fue el que mostré
un poder antimicrobiano mayor en base a la CMI y CML, en concordancia con la mayor
produccién de acidos, observada en las caldos de fermentacién antes del proceso de

secado.

Por ultimo, una vez caracterizada la actividad antimicrobiana de los productos en
polvo, se estudid el efecto antimicrobiano de los mismos sobre |la flora autéctona de
productos carnicos. En el casodeL-24F los ensayos serealizaron en carnepicadadecerdo,
observandose un efecto inhibitorio importante especialmente sobre las enterobacterias.

En el caso de P-24F se realizd un estudio similar pero en carne picada de pollo,
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analizandose ademas la aplicacion del bioconservante en conjunto con el envasado en
atmosfera modificada (MAP) (22% 02,30% CO2, y 48% N2). Se observé un efecto sinérgico
del bioconservante y MAP, con una reduccion importante del crecimiento de
pseudomonas y Brochothrix thermosphacta. Tanto con L-24F, como con P-24F se obtuvo
un efecto desfavorableen el producto carnico alaumentar la concentracién delos mimos,

debido a una disminucién de su capacidad de retencion de agua y a cambios en el color.

Los resultados de esta tesis demuestran la posibilidad de producir bioconservantes a
partir de los cultivos starter L. plantarum y P. pentosaceus de la empresa colaboradora,
aunque debe considerarse las caracteristicas del producto cdrnico y las dosis requeridas
para lograr la extensién deseada de la vida util del producto sin alterar sus propiedades

fisicoquimicas y sensoriales.
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RESUM

L'objectiu d'esta tesi va ser estudiar les possibilitats tecnologiques de produir
bioconservants per a productes carnics a partir dels subproductes del procés de
fermentacio de dos ceps de bacteris acid-lactiques, Lactobacillus plantarum i Pediococcus
pentosaceus. Ambdds son part de la col-lecciéo de cultius estarter de I|'empresa
col-laboradora del projectei sén comercialitzades amb estefi. En una primera part, es van
estudiar les condicions de produccidindustrial dels cultiusiniciadors per a determinar les
corbes de creixement dels mateixos en un mitja de cultiu dereferéncia (MRS) i en mitjans
experimentals.Considerantque els recomptes més alts i la major produccid d'acids (major
descens de pH) es van obtindre amb MRS, es va seleccionar este mig per a desenrotllar les

seglients fases del projecte.

A continuacio, es van estudiartecniques per a |'estabilitzacié microbiologica dels caldos
de manera que |'efecte antimicrobia depenguera Unicament dels metabolits produits a
I'inactivar-se els microorganismes vius. Dites tecniques van ser la pasteuritzacid, la
purificacio parcial i lafiltracié. Per a determinar |'efecte del procés d'estabilitzacid sobre
les propietats antimicrobianes dels caldos estabilitzats, es van realitzar proves in vitro amb
Listeria innocua com a microorganismediana. Aixi, es va observar quela Pasteuritzacio (P)
i la Filtracio (F) mantenien les propietats antimicrobianes del caldo, a diferéncia de la
purificacio parcial (PP),a través de la qual es perdia completament el poder antimicrobia.
Finalment es va seleccionar |la técnica de Filtracid ates que és un procediment que
permetria recuperar els microorganismes viables (per a la produccié de cultius estarter)
mentres s'obté un caldo estabilitzatamb els metabolits antimicrobians, a diferencia dela
pasteuritzacié, que al tractar-se d'un tractament térmic impedix la recuperacid de

microorganismes vius.

Considerant |'efecte antimicrobia observat, es va caracteritzar la produccié d'acids
organics i la preséncia d'altres substancies antimicrobianes, com el peroxid d'hidrogen o

les bacteriocines. Ambdds no van poder ser detectades en els caldos de fermentacié, de
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manera que en les condicions estudiades, |'efecte antimicrobias'atribuix exclusivament a
la presencia d'acids organics. Per a caracteritzar la capacitat antimicrobiana es va
determinar la concentracié minima inhibitoria (CMI)i la concentracié minima letal (CML).
Comparant |'efecte antimicrobia dels caldos de fermentacié de 24 hores dels dos
microorganismes sobre L. innocua, es va observar que la CMl i la CMLvan ser inferiors per
al caldodel. plantarum (L-24F) en comparacidé ambels de P. pentosaceus (P-24F), la qual

cosa es relaciona a una major produccié d'acids del primer.

Com s'ha comentat anteriorment, este projecte té coma finalitatelaborar un producte
bioconservant que poguera serincorporatdeforma convenient en un producte carnic. Per
a aixo, es van obtindre productes en pols a partir de |'extracte lliurede cél-lules emprant
les técniques d'assecatper atomitzacidi liofilitzacid. Es van testar com a suports dextrina
o maltodextrina. Els bioconservants en pols van mostrar un efecte antimicrobia in vitro
(sobrel. innocua)inferior al dels caldos, laqual cosa es vaatribuir a lapreséncia del suport
D'altra banda, es va assajar a més |'efecte antimicrobia sobre L. monocytogenes i E. coli
0157:H7, dos microorganismes patogens d’interés en el sector carnic. En ambdds casos es
va obtindre un efecte antimicrobiasemblant a |'observat per al cas de L. innocua. El
producte obtingut a partir de L. plantarum va ser el que va mostrar un poder antimicrobia
major basant-se en la CMI i CML, en concordang¢a amb una major produccidé d'acids,

observada en les caldos de fermentacio abans del procés d'assecat.

Finalment, una vegada caracteritzada I'activitatantimicrobiana dels productes en pols,
es va estudiar |'efecte antimicrobia dels mateixos sobre |la flora autoctona de productes
carnics.Enel cas deL-24F els assajoses vanrealitzaren carn picada deporc, observant-se
un efecte inhibitoriimportantespecialmentsobre les enterobacteries. En el cas de P-24F
es va realitzar un estudi semblant pero en carn picada de pollastre, analitzant-se a més
I'aplicacié amb del bioconservanten conjuntamb |'envasamenten atmosfera modificada
(MAP) (22% 02, 30% CO>, i 48% N3). Es va observar un efecte sinérgic del bioconservanti
MAP, amb una reduccidé important del creixement de pseudomones i Brochothrix

thermosphacta. Tant amb L-24F, com amb P-24F es va obtindre un efecte desfavorableen
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el producte carnical'augmentarla concentracié dels mateixos, a causa d'una disminucio

de la seua capacitat de retencié d'aigua i a canvis en el color.

Els resultats d'esta tesi demostren la possibilitat de produir bioconservants a partir dels
cultius estarter L. plantarum i P. pentosaceus de |'empresa col:laboradora, encara que han
de considerar-se les caracteristiques del producte carnic i les dosis requerides per a
aconseguir |'extensié desitjada de la vida util del producte sense alterar les seues

propietats fisicoquimiques i sensorials.

\
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SUMMARY

The aim of this thesis was to study the technological possibilities of producing
biopreservatives for meat products usingthe by-products obtained fromthe fermentation
process of two strains of lactic acid bacteria, Lactobacillus plantarum and Pediococcus
pentosaceus. Both are part of the collection of starter cultures of the collaborating

company of this project, and are marketed for this purpose.

Inthe firstpartofthis project, the conditions of industrial production of starter cultures
were studied to determine the growth curves in a reference culture medium (MRS) andin
experimental media. Whereas the highest counts and increased production of acids
(greater decrease in pH) were obtained in MRS, this medium was selected to be used in

the next phases of the project.

Next, different techniques for microbiological stabilization of the exhausted culture
broths were tested, so that the antimicrobial effect would depended only on the
metabolites produced by the microorganisms studied. Such techniques were
pasteurization, partial purification and filtration. To determine the effect of the
stabilization process on the antimicrobial properties of the stabilized broths, in vitro tests
were performed against Listeria innocua as target microorganism. Thus, it was observed
that pasteurization (P) and filtration (F) kept the antimicrobial properties of broths, unlike
partial purification (PP), through which the antimicrobial activity was completely lost
Finally thefiltration technique (F) was selected since this procedure would recover viable
microorganisms (for producing starter cultures) while it is obtained an stabilized broth
with its antimicrobial metabolites, unlike pasteurization because in this case the heat

treatment kills the living microorganisms.

Consideringtheantimicrobial effect observed, itwas studied the production of organic
acids and the presence of other antimicrobial substances, such as hydrogen peroxide or

bacteriocins. Both could not be detected in the fermentation broths, so that in the

VI
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conditions studied, the antimicrobial effect is attributed only to the presence of organic
acids. To characterize the antimicrobial capacity it was determined the minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum lethal concentration (CML). Comparing the
antimicrobial effect of fermentation broths of 24 hours of both microorganisms on L
innocua, it was observed that the MIC and CML were lower for L. plantarum broth (L-24F)

compared with P. pentosaceus broth (P-24F), which is related to the yield of acid.

As stated above, this project aims to develop a biopreservative that could be
conveniently incorporatedin a meat product. For this purpose, two drying techniques of
the cell-free broths were compared: spray dryingand lyophilization. Both allow obtaining
a powdered product. Two support substances were tested, dextrin or maltodextrin. The
powdered biopreservatives showed lower antimicrobial effectin vitro (on L. innocua) than
broths, which was attributed to the presence of the support. Moreover, it was tested the
antimicrobial effecton L. monocytogenes and E. coli 0157: H7, two pathogens of interest
in the meat sector. In both cases, it was observed an antimicrobial effect similar to that
obtained over L. innocua. The product obtained from L. plantarum showed the greatest
antimicrobial capacity based on MIC and CML, in accordance to the increased acid

production observed in fermentation broths before the drying process.

Finally, after characterizing the antimicrobial activity of powdered products, the
antimicrobial effect on the native flora of meat products was studied. In the case of the
powdered product obtained for L. plantarum (L-24FR) this study was performed in raw
minced pork, showinga significantinhibitory effect especially over enterobacteria. In the
caseofthe product obtained from P. pentosaceus (P-24FR,) a similar study was conducted
but utilizing raw minced chicken. In this case it was also analyzed the use of the
biopreservativealong with modified atmosphere packaging (MAP) (22% O, 30% CO; and
48% Ny). It was observed a synergistic effect of the biopreservativeand MAP, with a
significantreduction of Brochothrix thermosphacta and pseudomonas counts. Both L-24FR
and P-24FR exerted a negative effect on the meat product as their concentration

augmented, due to a decrease in water holding capacity and changes in color.

Vil
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The results of this thesis show the possibility of producing biopreservatives from L.
plantarum and P. pentosaceus starter cultures from the collaborating company, although
it should be considered the specific characteristics of the meat product and the doses
requiredto achievethe desired extension of shelflife without altering its physicochemical

and sensory properties.
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ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

La industria carnica en Espafia ocupa el primer lugar en importancia comercial en el
sector alimentario, conuna cifra de negocio de 22.000 millones de euros, representando
asiel 21%del sectoryel 13,1%del PIB de las industrias del pais (Aral,2016). Para mantener
suimpulso econdémico, el sector debe mantenerse vigilantea los cambios en los habitos
del consumidor y su apreciacién de los alimentos, siendo evidente por ejemplo, la
preocupacidn creciente sobre los efectos de la alimentacidon sobre la salud (Federacién
Espafiola de Industrias de la Alimentacién y Bebidas (FIAB), s. f.). En este sentido, el
consumidor se inclina por la adquisicion de alimentos minimamente procesados, sin
aditivos o conservantes quimicos, lo cual, sin embargo, entra en contradiccion con el
interés de consumir alimentos de mayor calidad sensorial y a la vez seguros (Castellano,

Belfiore, Fadda, & Vignolo, 2008).

Por otra parte, el consumidor actual demanda alimentos procesados, cuya preparacién
involucre un ahorro de tiempo (Riesco, Picaza, & Barafiano, 2016). La industria cérnica
responde a esta tendencia con productos envasados listos para cocinar, como cortes de
carne fresca o carne picada (siendo frecuente encontrarlos ya adobados con sal y
especias). La elaboracion de estos productos requiere procesos de despiece, cortado o
picado, que conllevan un mayor nivel de manipulacién e incrementan el contacto con el
oxigeno atmosférico, lo cual puede comprometer su estabilidad microbiana y
fisicoquimica. Por ello,ademdas de mantener buenas practicas higiénicas, se deben aplicar
estrategias de conservacidén que permitan mantener la calidadyseguridad del producto,
utilizando diferentes métodos de conservacién, como las atmdsferas modificadas (MAP)
y/o la refrigeracion. Adicionalmente, la industria carnica recurre en muchos casos a la
incorporacién delos conservantes quimicos autorizados (Reglamento (UE) N°©1129/2011),
como el didxido de azufre, sulfitos, nitratos, nitritos y acetato potasico. Sin embargo, como
se comentd anteriormente, hoy en dia los consumidores demandan alimentos “libres de”,
una tendencia ya establecida en el mercado alimentario y quecontinuard enlos préximos

afos (Riesco et al., 2016). Asi, la presencia de conservantes quimicos suele percibirse de
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forma negativa, por lo cual, la industria carnica(y la industria alimentaria, en general) debe
plantearse la aplicacion de conservantes naturales que permitan la sustitucidn parcial o
completa de los conservantes quimicos. En este sentido, las técnicas de bioconservacién
constituyen una alternativa. Consisten en la adicidén en el alimento de microorganismos
vivos (productores de sustancias antimicrobianas) o sus metabolitos, de manera que se
pueda producir un efecto inhibitorio o letal sobre bacterias alterantes o patdgenas,
manteniéndose asisuseguridady vida Gtil. Los microorganismos generalmente utilizados
son bacterias acido-lacticas, quesecaracterizan por producir compuestos antimicrobianos
como 4acidos orgdnicos, bacteriocinas y perdxido de hidrdgeno, entre otros. Estos
microorganismos, usualmente utilizados en la elaboracion dealimentos fermentados, son
considerados como seguros, y han sido consumidos por la humanidad durante milenios,
de modo que la bioconservacion constituye una alternativa natural parala conservacion

de alimentos.

Tomando en cuenta la necesidad delaindustria carnica deencontrar alternativasa los
conservantes tradicionales, |la empresa colaboradora de este proyecto y la Universitat
Politecnica de Valéencia, han estado trabajando en los Ultimos afos en el estudio de las
posibilidades tecnoldgicas de producir bioconservantes a partir dedos cepas de bacterias
acido-lacticas, las cuales han sido aisladas y comercializadas como cultivos iniciadores

(starters) por dicha empresa.

Ademas de cultivos iniciadores, la empresa colaboradora comercializa una amplia
gama de ingredientes, como formulas completas (para preparados carnicos, productos
cocidos o curados), saborizantes o especias. Al ofrecer bioconservantes para productos
cdrnicos, la empresa ampliaria la oferta de productos, contando con alternativas
innovadoras diferentes a los conservantes quimicos. Desde el punto de vista de su
comercializacion, los bioconservantes podrian estar disponibles como producto en polvo,

incorporados junto otros ingredientes o podrian venderse por separado.

Esta tesis doctoral describe las etapas de caracterizacion de los cultivos starter, el

desarrollo de posibles bioconservantes y su aplicacién en productos carnicos.
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Capitulo |

. INTRODUCCION

.1 ALTERACION DE LA CARNE Y DE LOS PRODUCTOS CARNICOS

1.1.1  Aspectos que condicionan el crecimiento microbiano

1.1.1.1  Factores intrinsecos y extrinsecos

La alteracion de la carne fresca depende de la interaccidn de diversos factores que
condicionan el crecimiento microbiano (Figural-1). Entre las caracteristicasintrinsecas de
la carneque favorecen el desarrollo de microorganismos,seencuentran su alta actividad
de agua, pH favorabley alto contenido de nutrientes. Aunque es inevitable la presencia
de microorganismos alterantes, estos deben mantenerse en niveles aceptables, de
manera que se pueda evitar oretrasar el proceso dealteracién. Esto seconsigueaplicando
buenas practicas de higiene que garanticen una contaminacién microbiana minima
durante el procesado (despiece, troceado, envasado, etc.) y controlando los factores
extrinsecos que regulan el crecimiento microbiano:la temperatura y la composicion dela

atmdsfera (Sinell, 1994).

Caracteristicas del Proceso Factores intrinsecos

Factores extrinsecos Humedad v a
- Ingredientes antimicrobianos Y aw

- Temperatura - Condiciones higiénicas - pHYy acidez
- Humedad - Estructura
- Atmésfera: O,, N,, CO, ‘ - Composicion

quimica y nutrientes
- Potencial redox
- Flora natural

A

» PRODUCTO

/\

Cambios Cambios
fisicoquimicos microbioldgicos

T >~

- Decoloracién

- Sabores y olores desagradables:
rancio, putrefacto, agrio

- Pérdida de nutrientes

- Formacién de productos toxicos

- Cambios de textura

- Sabores y olores
desagradables:
putrefacto, agrio

- Aparicion de limo
y/o gas

- Rancidez
- Cambio de textura

Figura I-1. Factores que afectan el crecimiento microbianoycambios que se producenenla carne
debidos a la alteracion (Food and Drug Administration, 2013; Huis in’t Veld, 1996)
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Sensorialmente, la percepcidn de la alteracién dela carnedepende de la presencia de
compuestos organicos volatiles indeseables (acidos organicos, aldehidos y cetonas, entre
otros) a determinadas concentraciones, que son generados por grupos microbianos
especificos. El proceso de alteracién estd por tanto ligado al desarrollo de dichos
microorganismos y a la produccidn de estos compuestos, que depende de |la carga inicial,
de las condiciones deenvasado/almacenamiento y la manera en que los diferentes grupos
microbianos interactian entre si (Casaburi, Piombino, Nychas, Villani, & Ercolini, 2015).
Ademas de las transformaciones fisicas y quimicas que se producen en la carne como
consecuencia del desarrollo de microorganismos, también ocurren reacciones enzimaticas
y no enzimaticas que contribuyen al proceso de alteracidn (por ejemplola decoloracién)y
que son dependientes de sus caracteristicas bioquimicas (Remenant, Jaffrés, Dousset,

Pilet, & Zagorec, 2015).

Después del sacrificio la canal se contamina facilmente con bacterias procedentes de
la piel, los intestinos, las heces, el suelo, el aire, el agua, las superficies de trabajo o los
manipuladores, alcanzando niveles de 102 - 10* ufc/cm? (Russo, Ercolini, Mauriello, &
Villani, 2006). El procesado posterior de la carne modifica su flora microbiana, ya que se
producen cambios ensus propiedades que pueden favorecer o perjudicar a los diferentes
grupos de microorganismos presentes. Por ejemplo, en el picado de |a carnese liberan
nutrientes que se encuentran en las fibras celulares, y que de este modo pueden ser
utilizados por las bacterias. Ademas, los microorganismos aerobios que normalmente se
encontrarian sélo en la superficie, como Pseudomonas, Acinetobacter y Moraxella, se
dispersan por todo el producto (Nychas, Marshall, & Sofos, 2007). Por otro lado, el
desarrollo de determinados microorganismos se favorece por el aumento de potencial
redox que se produce tras el picado (de -150 en el musculo maduro a +225 en la carne

picada) (Sinell, 1994).

El pH es un factor intrinseco fundamental queregula el crecimiento microbiano, ya que
afecta las reacciones enzimaticasy el metabolismo. El valor éptimo para el crecimiento de

la mayoria de los microorganismos se encuentra entre 6,6 y 7,5 (Knox, van Laack, &
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Davidson, 2008).En la carne, el valorinicial del pH depende de una variedad de factores,
como la alimentacién del animal, el desarrollo del rigor mortis en la canal y el procesado
al que ha sidosometida (Koutsoumanis, Stamatiou, Skandamis, & Nychas, 2006). El valor
Optimo del pH post-mortem se situaria entre 5,4 y 5,8. Cabe mencionar que el tejido
adiposo, al tener un pH mas alto, se descompone mas rapidamente (Borch, Kant-

Muermans, & Blixt, 1996).

En cuanto ala composicién quimica de la carne, la concentracion de glucosa juega un
papel fundamental, ya que influye en el nivel de deterioro que se puede alcanzary el tipo
de compuestos indeseables que se generan durante la descomposicion. El contenido de
glucosa en la carne es cercano al 0,2% (Borch et al.,, 1996). Niveles bajos de este
compuesto promueven un metabolismo basado en la degradacidn de las proteinas por
parte de las pseudomonas, lo cual acelera la percepcidon sensorial de alteracion
(Koutsoumanis et al., 2006). La rapidez del deterioro esta afectada, ademas, por la
concentraciéon de acido lactico, compuestos nitrogenados y aminoacidos libres.
Dependiendo de los microorganismos presentes y su afinidad por el oxigeno, estos
compuestos son utilizados para generar catabolitos volatiles, como acidos grasos, etil-
ésteres compuestos azufrados, cetonas, aldehidos, alcoholes y amoniaco, entre otros
(Casaburi et al., 2015). Los primeros compuestos que se producen en condiciones
aerdbicas suelen ser sulfuros y ésteres de metilo, debido principalmente, a la
descomposicion de aminodacidos. Normalmente, se considera que la carne se encuentra
sensorialmente alterada cuando la poblacién microbiana sobrepasa 8 log lufc/cm? o
cuando la concentracién de glucosa/gluconato en la superficie se encuentra por debajo

del nivel de deteccién (Nychas et al., 2007).

El deterioro microbiano dela carnees diferente segin la especieanimal.Por ejemplo,
la carnede cerdo envasada al vacio sedescompone mas rapidamente que la de vacuno en
las mismas condiciones de conservacidn, debido a que los niveles de glucégeno y glucosa

disminuyen a una mayor velocidad en la carne de cerdo (Borch et al., 1996).
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El comportamiento de los microorganismos en el proceso de alteracion depende de
otras caracteristicas intrinsecas del alimento, como pueden ser la porosidad, las
caracteristicas viscoelasticas y estructurales (matriz), la capacidad de los nutrientes de
difundirse, la distribucién espacial de las bacteriasy el estado fisioldgico de las mismas
(Skandamis & Nychas, 2012). En relacién a esto, Wilson et al. (2002) plantean una
descripcién de la estructura del alimento en base a lo que denominan “micro-
arquitecturas”, cada una de ellas con caracteristicas propias (liquido, gel, emulsidn o
superficie), y que definen la manera en que los microorganismos pueden desarrollarse.
Las caracteristicas de estas regiones definen el crecimiento microbiano tanto en forma
como en extension. Afecta, ademads, la acumulacion o difusién de metabolitos producidos
por los microorganismos, los cuales pueden causar cambios relevantes en las propiedades
del alimento o en su flora microbiana (por ejemplo, la disminucién del pH debida a la

acumulacién de acidos producidos por bacterias acido-lacticas).

La temperatura es un parametro extrinseco de gran importancia, ya que regula la
duraciéndelafasede latencia, la velocidad maxima de crecimientoy la maxima densidad
poblacional (Doulgeraki, Ercolini, Villani, & Nychas, 2012). Debe mantenerse entonces bajo
un control riguroso que debe extenderse hasta la cadena dedistribucién (Cerveny, Meyer,
& Hall, 2010). Considerando que la mayoria de los microorganismos son mesdfilos, es
decir, su temperatura dptima de crecimiento se encuentra entre 20 y 45°C (Madigan,
Martinko, Stahl, & Clark, 2012), es suficiente mantener la carne a temperatura de
refrigeracion (~4°C) para inhibir su crecimiento. Sin embargo, algunos microorganismos
alterantes son psicrotolerantes, lo cual quiere decir que a pesar de que tienen una
temperatura optima de crecimiento sobrelos 20°C, son capaces decrecer en refrigeracion
(Madigan etal.,, 2012), siendo este el caso de las pseudomonas, Brochothrix
thermosphacta y algunas enterobacterias. Por otro lado, mantener el producto
refrigerado evitaria el crecimiento de patégenos como Escherichia coli 0157:H7 o
Staphylococcus aureus cuyos rangos de temperatura de crecimiento se encuentran entre
8 - 45°Cy 6 - 48°C, respectivamente (Palumbo, Call, Schultz, & Williams, 1995; Schelin
et al.,2011).
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La composicion de la atmodsfera selecciona los microorganismos que pueden
desarrollarseen base a sumetabolismo aerébicoo anaerdbico.En este principiosebasa
el envasado en atmdsfera modificada (MAP) como técnica para frenar el crecimiento de
determinados microorganismos alterantes, gracias a la incorporacion de concentraciones
variables deN;, O,y CO;z en el envase. En general, con el uso de MAP se busca reducir el
desarrollo de microorganismos aerobios de crecimiento rapido como las pseudomonas,
aunque se desarrollen mejor otros microorganismos alterantes como Brochothrix
thermosphacta y las bacterias dcido-lacticas (BAL), cuyo crecimiento en condiciones de
refrigeracion es mas lento (Doulgeraki et al.,2012; Saucier, Gendron, & Gariepy, 2000). En
el caso de los microorganismos anaerobios facultativos, su capacidad de crecer en
atmosferas con concentraciones variables de O, va acompafiada de cambios en su
metabolismo y en los productos que generan. Asi, los distintos compuestos volatiles que
aparecen en la alteracionde la carnedependen de la disponibilidad de oxigeno. Tal es el
caso de muchas BAL y Brochothrix thermosphacta, que en condiciones anaerdbicas
pueden producir acido acético (Casaburi, De Filippis, Villani, & Ercolini, 2014; Casaburi
et al.,2015), cuyo olor pungente caracteristico es indeseableen el producto. Otra ventaja
de usar MAP resideen el poder antimicrobiano del CO2, dado que afecta la permeabilidad
de las células, produciendo cambios en el pH e inhibicidn de la actividad enzimatica (La

Storia, Ferrocino, Torrieri, Di Monaco, & Mauriello, 2012).

1.1.1.2  Interaccion entre microorganismos

Para determinar la vida util de los alimentos, normalmente se considera el efecto del
pH, la temperatura, la actividad de agua, las condiciones redox y la concentracion de
nutrientes. Pero ademas de estos factores, se debe contemplar que existen interacciones
entre los grupos microbianos que afectan su metabolismo y por tanto el proceso de
alteracidon.Gramet al.(2002) exponen tres mecanismos:el antagonico, la metabiosisyla

comunicacion entre células.

Un efecto antagdnico comun, ocurre cuando el pH de |a carne disminuye debido a la

acumulacién de acidos producidos por bacterias acido-lacticas (BAL). Sélo los
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microorganismos adaptados para crecer en un entorno con un pH acidificado, seran
capaces dedesarrollarseolo hardn mas rdpidamente que el resto. Otros microorganismos
(incluyendo las BAL) son capaces de producir bacteriocinas capaces de inhibir €
crecimiento microbiano. Algunas bacterias pueden producir amoniacoy trimetilamina, los
cuales son téxicos para otros microorganismos, mientras que otras son capaces de
producir antibiodticos (Gram et al., 2002). Otro efecto antagdnico se genera cuando los
microorganismos compiten por algin nutriente esencial escaso. Por ejemplo, las
pseudomonas y Shewanella putrefaciens son capaces de secuestrar el hierro a través de
produccién de siderdforos, evitando asi que otros microrganismos puedan utilizarlo

(Gram, 1993; Gram et al., 2002).

La metabiosis seproducecuando un microorganismo es capazde generar condiciones
que favorecen el crecimiento de otro, por ejemplo a través del consumo de oxigeno
(generando condiciones para el crecimiento de anaerobios) o mediante la produccidonde
sustancias utilizables como sustrato por otro microorganismo. Esto podria generar un
efecto sinérgico entre microorganismos alterantes,aumentando asiel nivel de deterioro
del producto (Remenant et al., 2015). Un caso concreto se produce cuando se desarrolla
el Streptococcus faecalis, que al consumir oxigeno, permite el desarrolloen el seno de la
carnedel microorganismo patégeno anaerdbico Clostridium perfringens (Sinell,1994). Por
otra parte, a través de la metabiosis, mas alla de impulsar el crecimiento de otras
bacterias, sepuede llegar a promover la generacién de compuestos indeseables por parte
de las bacteriasalterantes. Este es el casodealgunas cepas deBAL capaces dedegradar la
arginina a ornitina, la cual es utilizada por Enterobacteriaceae para la formacién de

putrescina (Gram et al., 2002).

Los mecanismos de comunicacion entre células involucran la produccidn de
compuestos que sirven de sefial para regular distintas caracteristicas fenotipicas comola
produccién defactores de virulencia, movilidad o laformacidn de biofilms. Este fendmeno
se denomina como “quorum sensing” (QS). Los compuestos mas importantes en esta

comunicacion, especificamente entre las bacterias Gram negativas, son las N-acil-
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homoserina-lactonas (AHL). En algunos estudios se ha encontrado que en los procesos de
descomposicién de los alimentos existeuna relacion entre las AHLy el nivel de deterioro
(Gram et al., 2002), dado que muchas enzimas extracelulares que intervienen en la

alteracién de los alimentos estarian reguladas por QS (Skandamis & Nychas, 2012).

.1.2 La “tecnologia de los obstaculos” como estrategia para la conservacion
de productos carnicos

El conocimiento de las caracteristicas de crecimiento de los microorganismos
alterantes o patdgenos permite seleccionar y adecuar las técnicas de conservacién para
prolongar la vida util y garantizar la seguridad del producto cdrnico. En general, suelen
usarse técnicas combinadas de conservacidn, como por ejemplo la refrigeracién con el
envasado en atmdsfera modificada (MAP) y/o con aplicacion detratamientos térmicos. En
algunos casos serecurre a la adicidon de determinados ingredientes como sal, fosfatos,
sulfitos o nitritos/nitratos (que en ciertos productos cumplen ademas una funcidén
tecnoldgica). Las especias, utilizadas con una finalidad sensorial, poseen ademas un efecto

antimicrobiano (Brul & Coote, 1999).

La aplicacidn conjunta dediferentes técnicas deconservacién suelefundamentarse en
la extension de la vida util que se consigue al combinarlas. A esto hace referencia la
“tecnologia de los obstaculos”, que aplicada de forma estratégica (“conservacion multi-
objetivo”) permite conservar el alimento manteniendo su estabilidad y atributos
sensoriales y nutricionales. Se basa en la modificacidén conjunta de diferentes variables
que regulan el crecimiento microbiano, como la homeostasis, el potencial redox, las

reacciones enzimaticas, entre otros (Leistner, 2000).

I.1.3  Microoganismos alterantes de la carne

El desarrollo microbiano enla carnedepende de las condiciones dealmacenamientoy

de la asociacidn que se produce entre los microorganismos. En base a esto, Doulgeraki
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et al.(2012) proponen dos situaciones que definirian el deterioro del producto carnico, en
basea la prevalencia dedeterminadas poblaciones microbianas. La primera, se produciria
cuando dominan los microorganismos anaerobios facultativos o los anaerobios Gram
positivos, como en la carne almacenada en MAP o con baja disponibilidad de O». La
segunda, se estableceria cuando dominan las bacterias aerobias o las anaerobias
facultativas Gram negativas, como en la carne almacenada aerébicamente o en alta
concentracién de Oz. En funcidon de la situacidn que se haya producido, el alimento
atravesaria por cambios diferentes en sus propiedades sensoriales durante el

almacenamiento, lo cual repercutiria en el tiempo de vida util alcanzado.

Algunos autores (Doulgeraki, Paramithiotis, Kagkli, & Nychas, 2010; Ercolini, Russo,
Torrieri, Masi, & Villani, 2006; Koutsoumanis et al., 2006) utilizan el término “organismo
especificode alteracion” (SSO, siglas eninglés) para referirsea aquellos microorganismos
pertenecientes a la flora natural del alimento que son responsables del proceso de

alteracién, como las bacterias acido-lacticas y las pseudomonas.

1.1.3.1  Bacterias dcido-ldcticas

Las bacterias acido-lacticas son microorganismos anaerobios facultativos que pueden
convertirseen la flora dominantedela carneenvasadaa vacio o en MAP (Knox et al.,2008;
Mastromatteo, Lucera, Sinigaglia, & Corbo, 2009). Toleran el CO; mejor que las
pseudomonas o enterobacterias, por lo cual, su crecimiento estd favorecido en MAP en
comparacidn con estos microorganismos. Las BAL son capaces de tolerar pH bajos dado
que poseen mecanismos que regulan el pH intracelular (Hutkins & Nannen, 1993;
Koutsoumanis et al., 2006), siendo esto una ventaja para crecer en alimentos con pH

ligeramente acidificado.

La glucosa presente en la carne es de gran importancia en la definicion del
metabolismo microbiano, como se comentd en el apartado 1.1.1.1. En funcién de su
metabolismo, las BAL pueden clasificarse en dos grupos: homofermentativas vy

heterofermentativas. Las primeras producen basicamente dcido lactico a partir de las
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hexosas (como la glucosa) (Zufiiga, Pardo, & Ferrer, 1993). Las heterofermentativas en
cambio, pueden ser heterofermentativas obligadas, que producen acido lactico, acético,
etanol y CO, o heterofermentativas facultativas, las cuales pueden adoptar un
metabolismo homofermentativo o heterofermentativo en funcién del contenido de
glucosa: cuando este azlUcar se encuentra presente, se establece la ruta
homofermentativa (produccién dedcidolactico), mientras quesi esteazlcar seencuentra
en cantidades limitadas, utilizarian el metabolismo heterofermentativo (Calasso &
Gobbetti, 2011; Casaburietal., 2015). En consecuencia, el contenido de glucosa afectaria
el perfil de compuestos volatiles producidos por las BAL durante la descomposiciondela

carneya que condicionaria su metabolismo.

La composicidn de la atmdsfera también influye en las vias metabdlicas utilizada por
estos microorganismos, dado que en condiciones aerdbicas con baja concentracidn de
glucosa, muchas BAL pueden oxidar el lactato a acetato, el cual es indeseabledebidoa su
olor penetrante (Casaburi etal., 2015). Por otra parte, puede ocurrir una sucesion de
especies de BAL durante el almacenamiento de la carne que estaria afectada por la
composiciénde la atmdsfera. En relacion a esto, Doulgeraki et al.(2010) observaron que
durante el almacenamiento de carne picada de vacuno se produjo una sustitucion dela

poblacién dominante de BAL heterofermentativas a homofermentativas.

Entre las especies mas importantes de BAL encontradas enla carneestan Lactobacillus
curvatus, Carnobacterium maltaromaticum, Carnobacterium divergens, Lactobacillus
fuchuensis o Lactobacillus sakei (Doulgeraki et al.,2012).Enla alteraciondelacarnecruda
refrigerada, cominmente se encuentran implicados Lactobacillus spp., Carnobacterium

spp.y Leuconostoc spp. (Doulgeraki et al.,2012; Labadie, 1999).

En el caso de los productos curados/fermentados, el pH u otros métodos de
conservacién previenen el crecimiento de la microbiota alterante normal, haciendo
posible que puedan alterarse por BAL. La flora tipica acido-lactica en estos productos se
identifica como Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus spp. (Huis in’t

Veld, 1996).
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En general, el crecimiento de bacterias acido-lacticas no se percibe de forma tan
negativa como el de otros microorganismos, ya que sensorialmente producen un aroma
agrio que es preferible a los olores putrefactos que generan otros microorganismos
(Saucier et al., 2000). Sin embargo, algunas BAL, como Lactobacillus sakei, pueden
producir sulfuro de hidrégeno a partir de la cisteina cuando existe baja concentracidon de
glucosa, o baja concentracién deO»,lo cual puedeocurrir enla carne (Saucier etal.,2000).
Ademas, L. sakeiy Leuconostoc han sido descritos como productores de limo superficial
en carnes procesadas (Hugas, 1998). El crecimiento de BAL heterofermentativas podria

también producir agujeros debido a la formacién de CO; (Hugas, 1998).

Una caracteristicaimportante de las BAL es su efecto antagonista sobre diferentes
microorganismos alterantes como Carnobacterium spp. y B. thermosphacta, o patégenos
como L. monocytogenes y Staphylococcus aureus, entre otros (Liu, Guo, & Li, 2006; Zhang,
Baranyi, & Tamplin, 2015). El efecto antagonista de las BAL se basa en su capacidad de
producir diversas sustancias antimicrobianas (dependiendo del género y la especi e), como
acidos organicos, bacteriocinas, reuterina, perdxido de hidrégeno y CO», entre otros.
Probablemente el efecto mas importante se deba a la produccién de dcidos, cuyo poder
antimicrobiano viene dado por la disminucion del pH y por el efecto de la forma no

disociada del acido (Adams & Nicolaides, 1997).

1.1.3.2  Pesudomonas spp.

Las pseudomonas suelen ser microorganismos predominantes en las carnes
refrigeradas, especialmente en condiciones aerdbicas. Debido a su rdpido crecimiento a
temperaturas de refrigeracién, pueden constituir el 50 — 90% de la poblacidn total de
microorganismos (Doulgerakietal.,2012;Saucier et al.,2000).Su desarrollo serestringiria
utilizando MAP, ya que el CO; inhibiriasudesarrollo (Doulgeraki etal.,2012; Esmer, Irkin,
Degirmencioglu, & Degirmencioglu, 2011). Entre las especies mas comunes aisladas enla

carne alterada se encuentran P. fragi, P. lundensis y P. putida (Doulgeraki et al., 2012).
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Las pseudomonas se caracterizan por producir olores desagradables debido a la
protedlisis y al metabolismo de aminoacidos (Esmer et al., 2011). Por ello, segun
Koutsoumanis et al.(2008), el crecimiento de pseudomonas podria considerarsecomo un

indicador del nivel de deterioro de carne almacenada aerdbicamente.

Las pseudomonas podrian ejercen un efecto antagdnico importante sobre otras
bacterias presentes en la carne. Se ha visto que algunas cepas tienen capacidad de
producir diversos compuestos antimicrobianos (enzimas, lipopéptidos ciclicos,
antibidticos, 2,4-diacetilfloroglucinol, entre otros) (Gram, 1993; Zhang et al., 2015).
Ademds, como se ha comentado en el apartado 1.1.1.2, algunas cepas de pseudomonas
pueden producir sideréforos para la captacién del hierro (ademas poseen efecto

antibidtico), haciéndolo inutilizable para otros microorganismos (Gram, 1993).

1.1.3.3  Brochothrix thermosphacta

B. thermosphacta es un microorganismo asociado a la descomposicién de la carne
fresca (Ercolini et al., 2006; Russo et al., 2006). Tiene la capacidad de crecer tanto en
condiciones aerdbicas como anaerdbicas. Esta caracteristica hace que pueda prevalecer
en el alimento a concentraciones importantes en ambas situaciones. Papadopouloy,
Doulgeraki, Botta, Cocolin, & Nychas (2012) encontraron que en condiciones aerdbicas el
desarrollode B. thermosphacta sélo habia sidosuperado porlas pseudomonas, mientras
que en MAP se convirtié en el microorganismo dominante junto con las BAL. Por tanto,
juega un papel relevante en la descomposicién dela carneenvasada con concentraciones
importantes de CO; (Pin, Garcia de Fernado, & Ordodiiez, 2002), aunque con limitaciones,
ya que en base a los resultados de Esmer et al. (2011), concentraciones de 50 o 70% de

dicho gas inhibirian su crecimiento.

En condiciones aerdbicas o de baja concentracion de O, B. thermosphacta puede
producir acetoina (principalmente), los acidos acético, isobutirico, isovalérico y lactico,
didxido de carbono, etanol y otros compuestos. En condiciones anaerdbicas, a partir de

glucosa, produceacido L-lacticoy etanol,y sélo pequeias cantidades dedcidos decadena

19



Capitulo|

corta. Por ello, es preferible que este microorganismo en la carne mantenga un
metabolismo anaerdbico,dado queen este caso seproducen menos compuestos volatiles
desagradables (Pin et al., 2002). Por otro lado, se ha visto que algunas cepas pueden
producir hidrolasas y degradar proteinas, lo cual contribuye a la alteracién de la carne
(Casaburi et al., 2014; Papadopoulou et al., 2012). Otros sustratos que pueden ser
utilizados por este microorganismo en condiciones aerébicassonribosa, glicerol, glicerol -

3-fosfato einosina (Casaburi et al., 2014)

Desde el punto de vista sensorial, |a alteracidén por parte de B. thermsphacta se
caracteriza por la aparicién de olores dulces-agrios desagradables, debido a los dcidos y
en mayor grado a la acetoina, a la cual sele atribuye un aroma lacteo (Casaburi etal,

2014; Pinetal., 2002).

1.1.3.4  Enterobacterias

Al igual que como ocurre con otros grupos de microorganismos, en el caso de las
enterobacterias, las diferentes especies que integran este grupo crecen a distintas
temperaturas. Por ejemplo, Doulgeraki, Paramithiotis, & Nychas (2011) observaron que
en carnepicada de vacuno, Serratia liquefaciens dominaba a0 - 5°C, mientras que Hafnia

alveilo hacia entre 10y 15°C.

Las enterobacterias prevalecen en condiciones de refrigeracion deficiente (10°C)
(Saucier et al., 2000). Al utilizar MAP (CO2 y N2) se ha observado que el crecimiento de
estos microorganismos se encuentra desfavorecido, aunque en menor grado que las

pseudomonas (Borch et al., 1996; Langston, Altman, & Hotchkiss, 1993).

En la descomposicion de la carne se han visto implicados los géneros Serratia,
Enterobacter, Pantoea, Klebsiella, Proteus y Hafnia. Entre las especies mas importantes se
encuentran Serratia liquefaciens (en carne almacenada en MAP) y Hafnia alvei, la cual es
la enterobacteria mayormente encontrada en la carne, posiblemente debido a su

capacidad de crecer a bajas temperaturas. H. alvei y S. liquuefaciens son productoras de
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putrescina y cadaverina, y ademds generan coloraciones verdosas (produccién de H»S),
por lo cual su presencia es indeseable en |la carne (Borch et al., 1996; Doulgeraki et al,,

2011).

Otras especies importantes, encontradas en este caso en la carnepicada son Rahnella
aquatilis y Citrobacter freundii (Borchet al.,1996; Doulgeraki etal.,2011). Existen especies

de enterobacterias que son patdgenas, las cuales seran descritas mas adelante.

1.1.3.5  Clostridios

Se han encontrado especies de Clostridium como causantes del hinchamiento de los
envases de la carne envasada a vacio: C. algidicarnis, C. algidixylanolyticum y C.
putrefaciens entre otros (Doulgeraki et al.,2012). Existen ademas clostridios patdgenos,

los cuales se mencionaran en el siguiente apartado.

.1.4  Microorganismos patégenos en la carne

Como se ha comentado anteriormente, la carne ofrece un sustrato ideal para el
desarrollo de microorganismos, incluyendo algunos patégenos. Las estrategias de
conservacién de los alimentos deben por elloasegurar que el crecimiento microbiano no
represente un problema de seguridad alimentaria. En general, los criterios tecnoldgicos
que se aplican para la extensidon de la vida dutil, evitando el crecimiento de
microorganismos alterantes, pueden ser trasladados para mantener la inocuidad de los
alimentos. En relacion a esto, Calo-Mata et al. (2007), sostienen que en condiciones de
abuso de temperatura, el deterioro del producto ocurre antes que la proliferacién de
patégenos. Sin embargo, los procesos de conservacién en muchos casos deben estar
dirigidos a eliminarlos, o bien a inhibir su crecimiento durante el procesamiento y la
cadena de distribucion. Baer, Miller, & Dilger (2013) hacen una extensa revision de los
microorganismos patdégenos comunmente encontrados en la carnedecerdoy las medidas

de control para evitar su proliferacion en diferentes etapas del proceso de produccion. A
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continuacidn, se explican brevemente las caracteristicas de algunos de los

microorganismos patdgenos mas importantes encontrados en productos carnicos.

1.1.4.1  Listeria monocytogenes

Uno de los microorganismos patdgenos mas preocupantes es Listeria monocytogenes,
responsable de la listeriosis. Aunque los casos reportados son esporadicos, esta
enfermedad tiene una alta mortalidad (30%) (Winkowski, Crandall, & Montville, 1993).
Puede producir meningitis y la muerte en neonatos, o abortos espontaneos en mujeres
embarazadas que hayan consumido alimentos contaminados. En personas a dultas puede
ser asintomatica o cursar como una enfermedad leve, pero en personas
inmunodeprimidas o ancianos puedegenerar una infeccion del sistema nervioso (como la
meningitis). En los casos en los que se consume un alimento con una cantidad
excepcionalmente alta de este microrganismo (>107/g) produce vomitos, diarrea, y
algunas veces bacteriemia (European Commision: Health & Consumer Protection
Directorate-General, 1999). Aunque raras veces los niveles de este microorganismo
exceden los limites legales en alimentos listos para consumo en la Unidn Europea (UE)
(100 ufc/g, segun el Reglamento (CE) N2 2073/2005), datos recientes indican que los casos
aumentaron en 2014, en comparacion con los reportados en el afio anterior (European

Food Safety Authority (EFSA), 2015).

L. monocytogenes puede crecer a temperaturas entre 0 y 45°C, y es relativamente
tolerante a lasal (hasta 28% w/v en periodos cortos), baja awy pH bajo,de modo que es
dificil controlarsucrecimiento. Ademds, puede encontrarseen una variedad dealimentos,
especialmente los minimamente procesados mantenidos en refrigeracion. En estos, la
flora bacteriana normal se encuentra inhibida, lo cual le permite crecer hasta alcanzar

niveles peligrosos (Calo-Mata etal., 2007).

1.1.4.2  Campylobacter

Otro microorganismo patégeno de gran importancia en productos carnicos

(especialmente en pollo) es Campylobacter jejuni, el principal microorganismo del género
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Campylobacter implicado en la campilobacteriosis. Esta bacteria crece mejor a
temperaturas entre 37 —42°Cy sélo se multiplica a una concentracién baja de oxigeno
(inferior a la de la atmdsfera). La enfermedad se caracteriza por producir calambres,
diarreaydolor abdominal duranteunos dias, rara vez con consecuencias graves (Centers
for Disease Control and Prevention (CDC), 2014). La campilobacteriosis es la enfermedad
transmitida por alimentos mas comun en la UE desde el afio 2005, con un incremento del
10% en el afio 2014 en comparacion con el afio anterior (aunque dicho aumento puede

deberse en parte a mejoras en los sistemas de deteccion) (EFSA, 2015).

1.1.4.3  Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae, ademas de incluirvarios microorganismos alterantes
comentados en el apartado 1.1.3.4, contiene algunos géneros y especies de

microorganismos patdgenos.

En general, las cepas de Escherichia coli soninofensivas,yhabitanen los intestinos de
animales y del hombre. Sin embargo, algunas son capaces de producir enfermedades,
como la E. coli verotoxigénica (VTEC), cominmente conocida como 0157:H7 (CDC, 2015a),
la cual es causantedecolitishemorragica. La presenciadeeste microorganismo es degran
preocupacién,debidoa que laingesta de solo algunas células puede producir infecciones
severas (Llcke, 2000). Comunmente, el origen de los brotes de esta enfermedad esta
asociadoconel consumo decarnepicada devacuno (X.C. Meng, Stanton, Fitzgerald, Daly,
& Ross,2008). La E. coli 0157:H7 cuenta con mecanismos de resistencia que le permiten
sobrevivira pH dcidos, de modo que, como muchos otros patdgenos, puede sobrevivir al
pH acido del estdmago, y por extensién, al de muchos alimentos. Por ello, se ha
encontrado en brotes de enfermedad asociados al consumo de embutidos fermentados
(Adams & Nicolaides, 1997). El pH minimo de crecimiento es 4,0-4,5 pero esto depende

de la interaccion del pH con otros factores (J. Meng, Leleune, Zhao, & Doyle, 2007).

Otras enterobacterias patdgenas son las salmonellas. Producen una enfermedad

zoonitica conocida como salmonelosis, con mas de 90.000 casos reportados cada afio en
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la UE (EFSA, 2014).En 2014 seprodujo un ligeroincremento de esta patologia,aunque en
parte se atribuye a la inclusion de reportes de mas estados miembros (EFSA, 2015). La
sintomatologia se caracteriza por diarrea, fiebrey calambres abdominales, normalmente
sin implicaciones graves. La enfermedad es producida por Salmonella entérica,

generalmente por los serotipos Typhimurium y Enteriditis (CDC, 2015b).

1.1.4.4  Clostridios

En condiciones anaerdbicas en productos carnicos, puede crecer Clostridium
perfringens. Este sedesarrolla cuando se produceun abuso detemperatura: por mantener
el alimento sin refrigerar después de la coccién o porque se almacena a temperatura
ambiente (temperaturas superiores a 12°C). La enfermedad que produce se caracteriza
por dolor abdominal y diarrea aguda después de8-24 h de ingestion de una gran cantidad
del microorganismo. En productos cadrnicos seencuentranimplicadas las carnes cocinadas

o curadas (EFSA, 2005).

El Clostridium botulinum, causante del botulismo, normalmente se asocia a carnes
curadas o fermentadas (EFSA, 2005). El envasado de la carneen condiciones devacioo de
baja concentracién de O; puede favorecer su crecimiento, pero puede evitarse si se
mantiene el producto en refrigeracién (Nychas etal., 2007). La enfermedad puede
originarsede dos formas: al consumir el alimento contaminado con alguna de las toxinas,
o al ingerir el microorganismo, el cual se multiplica en el propiointestino y produce la

toxina (EFSA, 2005).

.2 LABIOCONSERVACIONY LAS BACTERIAS ACIDO-LACTICAS

El efecto antagdnico entre microorganismos seconocedesde el sigloXIXen los inicios
de la microbiologia, y se ha vinculado a la actividad metabdlica de las bacterias acido-
lacticas (BAL) (Stiles, 1996). La bioconservacién se basa en |la prolongacidn de la vida util
de los alimentos por medio de los compuestos antimicrobianos producidos por

determinados microorganismos (fundamentalmente BAL), bien sea por suadicidondirecta
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o por la aplicacion de sus metabolitos. Se trata entonces de un método de conservacion
natural o con componentes naturales, con un enorme potencial de aplicacién en
diferentes productos alimentarios.Através de |a bioconservacion, el producto podria ser
etiquetado con alegaciones como “librede” o “sin”, en aquellos casosen los quese pueda
sustituir por completo los conservantes quimicos tradicionales. La bioconservacién en

alimentos puede ser aplicada de cuatro maneras (Stiles, 1996):

¢ Afiadiendo las cepas en el productoy favoreciendo surdpido crecimiento, de modo que
eviten el desarrollo de microorganismos autéctonos potencialmente alterantes o

patdgenos.

e Agregando las sustanciasantimicrobianas purificadas, producidas previamente por BAL

en un medio de cultivo.
e Adicionando el concentrado de células de un cultivo protector.

e Através de la adicion de BAL mesodfilas, paraquesirvan como un “sistema de seguridad”

cuando se produce abuso de temperatura.

Las bacterias acido-lacticas se caracterizan por producir una variedad de compuestos
antimicrobianos, dependiendo de las condiciones del medio de crecimiento y de la cepa
en concreto. Entre los compuestos que pueden producir se encuentran acidos orgdnicos
(lactico,acético, féormico, propidnicoy butirico), etanol, acidos grasos, acetoina, p eréxido
de hidrdgeno, diacetilo, propionato, fenil-lactato, hidroxi-fenil-lactato, dipéptidos ciclicos,
bacteriocinas, dioxido de carbono, entre otros (Calo-Mata et al., 2007; Reis, Paula,

Casarotti, & Penna, 2012; Settanni & Corsetti, 2008).

Principalmente, la manera en que las bacterias acido-lacticas eliminan o inhiben a la
flora competidora es mediante la produccién de &cido lactico, dcido acético y
posiblemente bacteriocinas. Existen otros compuestos antimicrobianos producidos por las
BAL que no son de interés en bioconservacion de productos carnicos, debido a que son
producidos en bajas concentraciones, como es el caso de la reuterina. Otras sustancias

afectan negativamente las propiedades sensoriales, como el peréxido de hidrégeno o el
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diacetilo, mientras que otras acarrean problemas legales, como el acido benzoico
(Burgess, Rivas, Mcdonnell, & Duffy, 2008; Liicke, 2000).En la Tabla I-1seresumen algunos
de los compuestos de bajo peso molecular (seexcluyen las bacteriocinas) producidos por

BAL y su espectro antimicrobiano.

Tabla I-1. Compuestos antimicrobianos de bajopesomolecular producidos por bacterias acido
lacticas (Suskovi¢ et al., 2010)

Compuesto Microorganismo productor Espectroantimicrobiano
o Lo Levaduras, bacterias Gram
Acido lactico Todaslas BAL L. .
positivas y Gram negativas
Acido acético BAL heterofermentativas Lenguras,bactenasGram
positivas y Gram negativas
Diacetilo . , .
; Varios géneros de BAL, como Lactococcus, Levaduras, bacterias Gram
Acetaldehido . . L .
. Leuconostoc, Lactobacillus y Pediococcus positivas y Gram negativas
Acetoina
Pgrozudode Todas las BAL Lenguras,bacterlasGram
hidrégeno positivas y Gram negativas

La mayoriadelos grupos
Didxidode carbono BALheterofermentativas taxondmicos de
microorganismos

Hongos, protozoos,
Reuterina Lactobacillus reuteri bacterias Gram positivasy
Gram negativas

Reutericidina Lactobacillus reuteri Bacterias Gram positivas

Lactobacillus plantarum

Péptidos biciclicos Lactobacillus pentosus Hongos
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
. .. . alimentarius, Lactobacillus rhamnosus,
Acido 3-fenil-lactico . . . .
< . . . Lactobacillus sanfranciscensis, Lactobacillus
Acido 4-hidroxi- . .. . . Hongos
fenil-lact hilgardii, Leuconostoc citreum, Lactobacillus
enti-lactico brevis, Lactobacillus acidophilus, Leuconostoc
mesenteroides
Acidos grasos 3-
. .g Lactobacillus plantarum Hongos
hidroxi
Acido benzoico
Hongos

Metilhidantoina Lactobacillus plantarum

Bacterias Gram negativas
Mevanololactona
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.21  Cultivos protectores

El crecimiento de cultivos protectores en la carne interfiere con el desarrollo de
microorganismos alterantes y patdgenos a través de varios mecanismos:la produccion de
compuestos antimicrobianos (como los sefialados anteriormente, en la Tabla I-1) y la

competencia por oxigeno, nutrientes o sitios de adhesion (Hugas, 1998).

Aunque se asume que la ingesta de BAL no representa ningun peligro para la salud,
para utilizarlas como cultivos protectores o starter, debe tomarse en cuenta que no todas
ellas poseen el status legal de GRAS (“Generally Recognised as Safe”) segun la FDA (Food
and Drug Administration) de EEUU, o de QPS (“Qualified Presumption of Safety”) por la
EFSA (Talon & Leroy, 2011).Esto se debe a que algunas no cumplen con todos los criterios
para suinclusion (taxonomia, familiaridad, patogenicidad y destino de uso). Por otro lado,
una BAL no podria considerarse segura para uso alimentario si se ha visto implicada en
procesos infecciosos (como el Lactobacillus rhamnosus, en raras ocasiones), aun cuando
no se haya comprobado que su ingesta produce alguna enfermedad (European Food

Safety Authority (EFSA), 2007).

En algunos casos, la utilizacion de BAL en alimentos representa una mejora en sus
propiedades nutricionales o funcionales, como es el caso de los productos probidticos. En
cualquier caso, es deseableque un cultivo protector cumpla con algunos delos siguientes

requisitos (Holzapfel, Geisen, & Schillinger, 1995):

e No debe ser patdgeno y ademas no debe producir sustancias que pudieranrepresentar

un problema para la salud, como aminas bidgenas y toxinas.

e Poseer capacidad de adaptacion al producto, de manera que pueda proveer una
actividad protectora consistente, una actividad metabdlica predecibley una actividad
enzimatica especifica para un alimento determinado (ejemplo: nitrato reductasa o

catalasa enla carne).

e Ser competitivos frente a microorganismos autdctonos del alimento.
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e No ser productores de sustancias sensorialmente indeseables (ciertos acidos, gas, limo

y decoloraciones, entre otros).
e Funcionar como indicador en condiciones de abuso.

Debe hacerse la distincion entre un cultivo protector y un cultivo starter.En el casode
los starter, la produccién de determinados compuestos y enzimas tienen una finalidad
tecnoldgica. Si bien estas sustancias pueden servir para aumentar la vida util del alimento,
esto representa un efecto secundario.En cambio, en el caso de los cultivos protectores la
aplicacién de los microorganismos tiene como objetivo principal el efecto conservante

(Holzapfel et al., 1995).

Los productos cdarnicos que podrian ser tratados con cultivos protectores para
aumentar su vida util pueden ser la carne cruda o semi-procesada y ciertos productos
pasteurizados envasados al vacio, como los fiambres (Liicke, 2000). En comparacién con
otros alimentos fermentados por BAL, como la leche y los vegetales, el crecimiento
controlado de estos microorganismos en la carne hace que este sea practicamente
imperceptible desde el punto de vista sensorial, dada la capacidad amortiguadora de pH
delacarneysubajo contenido de carbohidratos (Stiles, 1996). No obstante debe tomarse
en cuenta que aunque los productos metabdlicos de las BAL tienen un efecto importante
como bioconservantes, el crecimiento incontrolado de ciertas especies puede causar

alteraciones en los productos (Hugas, 1998).

1.2.2  Acidos organicos

1.2.2.1  Efecto antimicrobiano

Aunque las BAL pueden producir una variedad de sustancias antimicrobianas, se
supone que su efecto inhibitorio se debe principalmente a la reduccién del pH y a la
presencia de la forma no disociada de los acidos orgdnicos (Adams & Nicolaides, 1997).
Los acidos lacticoyacético, en suforma no disociadatienen cierta solubilidad en lipidos,

locual les permite difundirsea través de la membrana celular haciael interior dela célula
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(Adams & Nicolaides, 1997; Holzapfel et al., 1995). En el citoplasma, al encontrar un pH
mas alto, se favorece la apariciéon de la forma disociada del dcido, lo cual aumenta la
concentraciénde H*, disminuyendo el pHy liberandola forma anidnica del acido (Adams
& Nicolaides,1997).De esta forma se afectan los procesos metabdlicos y de fosforilacion
(Calo-Mata et al., 2007; Holzapfel et al., 1995). Mani-Lépez, Garcia, & Lopez-Malo (2012)
hacen una revision detallada del efecto de los acidos organicos en el metabolismo de los

microorganismos.

La toxicidad de los acidos organicos depende de la identidad del dcido (Adams &
Nicolaides, 1997). Entre los acidos organicos, el acético es el que posee mayor poder y
amplitudinhibitoria, actuando sobrebacterias,levadurasy mohos. El acidolactico posee
menor poder antimicrobiano, lo cual puedeexplicarseen parteal valor desu constantede
disociacion acida (pKa):enel casodel acetico,su pKa es 4,87 mientras que el lacticoes de
3,08, porlocualaunpHde4el 85%en el casodel acido acéticoseencuentra no disociado
en comparacionconel 11%del acidolactico (deFreire Bastos & Ceotto, 2011). En mezclas
de los acidos lactico y acético se ha encontrado que el acido lactico al ser el mas fuerte,
produceun descenso del pHque aumenta la proporcién dela forma no disociada del acido

acético, de modo que potencia su efecto (Adams & Nicolaides, 1997).

La concentraciényel tipodedacidos que producen las BALdependen tanto de la especie
como de la cepa, la composicion del medio y las condiciones de crecimiento. El acido
lacticoes el que se produce en mayor cantidad (Ammor, Tauveron, Dufour, & Chevallier,

2006).

Los acidos organicos e inorgdnicos tienen un poder antimicrobiano diferente, que
depende tanto del pH del entorno, como de su concentracién. Midolo, Lambert, Hull, Luo,
& Grayson (1995) demostraron queel acido l4ctico posee mayor poder de inhibicién sobre
Helicobacter pylori, que el acido clorhidricooel acidoacético.Parailustrarel efecto de la
forma no disociada del acido, Holzapfel etal. (1995) cita la capacidad antimicrobiana del
acido lactico y del HCI sobre Escherichia coli. El primero, inhibid el crecimiento de dicho

microorganismo a pH 5,1, mientras que el segundo lo hizo a pH 4,5.
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En general, las bacterias Gram positivasson menos resistentes al efecto de los dcidos
organicos ya que no poseen membrana externa, de manera que los dcidos organicos
pueden penetrar mas facilmente hacia el interior de la célula (Brul & Coote, 1999). Sin
embargo, estas bacterias pueden contar con mecanismos para sobreponerse al estrés de
los acidos. Por ejemplo, L. monocytogenes mantiene el pH intracelular expulsando H*, pero
esto conlleva a un agotamiento de ATP, lo cual influyeen la capacidad del microorganismo
de sobrevivir indefinidamente bajo condiciones acidas severas (pH 3,5) (Shabala, Lee,

Cannesson, & Ross, 2008).

Al utilizar acido lactico en conjunto con otros compuestos antimicrobianos, podria
generarse un efecto sinérgico, ya que este compuesto es capaz de permeabilizar
membranas, mejorando asi el efecto letal de otras sustancias comolas bacteriocinas (de

Freire Bastos & Ceotto, 2011).

Aparte de los acidoslacticoyacético,seha encontrado que el acido propidnico posee

un poder inhibitorio sobre hongos y bacterias (Calasso & Gobbetti, 2011).

1.2.2.2  Usos en productos cdrnicos

La utilizacion de acidos organicos o sus sales ha sido ampliamente documentada en
diferentes estudios sobrela vida util de productos carnicos, en los que se ha demostrado
su efectividad tanto en aves (Okolocha & Ellerbroek, 2005), cerdo (Baer et al.,2013; Dias,
Avila, & Schwan, 2011) y vacuno (Signorini, Ponce-Alquicira, & Guerrero-Legarreta, 2006).
Los acidos organicos en productos carnicos tienes la denominacién de GRAS (“Generally
Recognised as Safe”) (Mani-Lopez et al.,2012),y aunque no hayun limite para la mayoria
de ellos en cuantoala dosis diariaadmitida, sedebe considerar que producen cambios en

el colory el sabor (Mani-Lépez et al., 2012).

El tratamiento con acido es efectivo para reducir la poblacidon microbiana de la
superficiedela carne.Usualmente, seaplicanalacanaldespués deretirarla piel (Burgess

et al., 2008) Aunque algunas células sobrevivan al tratamiento, estas probablemente se
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encuentren dafladas o estresadas, de modo que sus caracteristicas de crecimiento o
supervivencia estarian afectadas (Hwanget al.,2014).El usode acidolacticoseencuentra
autorizado para reducir |la contaminacion de superficie de canales, piezas y recortes de
carne de bovino, a una concentracion entre el 2 y 5% ( Reglamento (UE) No 101/2013).
Cuando se utiliza como descontaminante de la superficiede las canales, concentraciones
del 3% no producen cambios en las propiedades sensoriales,al contrario de lo que puede
suceder cuando se aplica directamente sobre cortes de carne o productos carnicos

(Burgess et al., 2008).

1.2.3  Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos o proteinas de bajo peso molecular (normalmente
menor a 10.000 Da) (Schillinger, Geisen, & Holzapfel, 1996) conformadas por 30 - 60
aminoacidos, ysonsintetizadas enlos ribosomasdelas bacterias productoras (Settanni &
Corsetti, 2008). La mayoria son moléculas catidnicas termoestables (Hugas, 1998). Se
clasifican en tres grupos, Clase | (lantibidticos) entre las que se incluye |a nisina, Clase Il

(no lantibidticos), como la pediocina PA-1y Clase lll (Chen & Hoover, 2003).

Las bacteriocinas poseen una actividad antimicrobiana variable, normalmente sobre
especies estrechamente relacionadas, o inclusive sobre cepas de la misma especie
productora.Otras bacteriocinas pueden actuar sobre otros géneros de microorganismos,
especialmente Gram positivos (Schillinger etal.,, 1996), debido a que pueden
desestabilizar los polimeros anidnicos de la pared celular (acidos teicoico y lipoteicoico)
(Zacharof & Lovitt, 2012). Por tanto, destacan por su actividad contra patégenos y
alterantes Gram positivos como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y
Clostridium botulinum (Schillinger et al., 1996). Ademas, de su efecto sobre |la pared
celular, las bacteriocinas afectan la sintesis de ADN y proteinas (Calo-Mata et al., 2007).
En el caso de las bacterias Gram negativas, al estar protegidas por la membrana externa
esto previene que las bacteriocinas (y cualquier otra sustancia con peso molecular por

encima de los 600 Da) pueda alcanzar la membrana citoplasmatica. No obstante, las
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bacterias Gram negativas pueden ser sensibilizadas a las bacteriocinas cuando se combina
suuso con quelantes o tratamientos de conservacién (Licke, 2000). Por ello, su actividad
antimicrobiana se asocia principalmente a los efectos que producen sobre |las bacterias
Gram positivas. Sin embargo, algunas bacteriocinas pueden afectar tanto a bacterias Gram
positivas como Gram negativas, como las encontradas por Todorov y Dicks (2005),
producidas por cepas de L plantarum aisladas de melazas. Jamuna, Babusha, &
Jeevaratnam (2005), observaron que las bacteriocinas producidas por L. acidophilus y L.
casei poseian un amplio espectro antimicrobiano que incluia a bacterias Gram negativas,
como E. coli y Pseudomonas spp. Otro caso, es el reportado por Galvez, Maqueda,
Martinez-Bueno y Valdivia (1989), quienes observaron que la enterocina AS-48 también
podia afectar a bacterias Gramnegativas, tales como algunas E. coli. Ademas, advirtieron
que surango de accion podia abarcar otras Gram negativas si secombinaba su aplicacion

con tratamientos desestabilizadores la membrana celular.

Las bacteriocinas de mayor interés son aquellas producidas por las BAL, dado que estos
microorganismos son considerados como seguros. Por tanto, cualquier antimicrobiano
que produzcan se podria calificar como un aditivo natural (Adams & Nicolaides, 1997). Los
alimentos que contienen BAL (como los productos fermentados) podrian contener
bacteriocinas, porlocuales comuiningerirlasa través deestos (Settanni & Corsetti, 2008).
En cualquier caso, la naturaleza proteica de las bacteriocinas probablemente hace que
sean inactivadas por proteasas en el tracto gastrointestinal (Hugas, 1998), por lo cual no

serian asimiladas por el organismo.

Muchas géneros de BAL se conocen por incluir especies capaces de producir
bacteriocinas: Lactobacillus, Leuconostoc, Carnobacterium, Pediococcus, Enterococcus y
Lactococcus. Sinembargo, debe considerarseque la capacidaddeproducir bacteriocinas
depende tanto de la especie como de la cepa (Calo-Mata et al.,2007). Aparte de las BAL,
otras bacterias, incluidaslas Gramnegativas (como E. coli), pueden producir bacteriocinas,

pero considerando quesu espectrodeaccidn es muy pequeiio (actian sobreespecies muy
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estrechamente relacionadas), tienen pocas posibilidades de explotarse como

bioconservantes (Licke, 2000).

En la aplicacion de bacteriocinas de BAL en productos carnicos se presenta una serie
de desventajas. En primer lugar, el efecto antimicrobiano puede disminuir debido a que
pueden serinactivadasen el propioalimento. Por otra parte, las bacterias Gram negativas
de la carne pueden resistir la accion de las bacteriocinas (como se comentd
anteriormente), incluidas algunas patégenas como Salmonella, Campilobacter, E. coli
enterohemorrdgica o Yersinia enterocolitica. Sin embargo, pueden ofrecer proteccién

frente a L. monocytogenes, al ser Gram positiva (Winkowski et al., 1993).

Cuando se utilizan cultivos protectores en productos carnicos, debe considerarse que
la produccidn in situ debacteriocinas no puede equipararsea laqueseconsigue en medios
de cultivo de laboratorio, debido a que en la carne, son muchos los factores que afectan
el crecimiento microbiano (seccidn 1.1.1) y por tanto los metabolitos producidos (Hugas,

1998).

Los acidos orgdnicos excretados por el cultivo protector podrian potenciar el efecto
antimicrobiano delas bacteriocinas, ya queal aumentar la carga neta de estas (bajando el
pH) se favoreceria la translocacién delas moléculas a través de la pared celular. Ademas,
la solubilidad de las bacteriocinas podria aumentarse, facilitando asi su difusion (Galvez,

Abriouel, Lopez, & Ben Omar, 2007).

1.2.3.1  Factores que influyen en la produccidon de bacteriocinas

Las bacteriocinas han sido objeto de numerosos estudios que se centran en la
optimizacién de las condiciones de fermentacion para favorecer su produccion. Son
producidas por determinadas cepas en condiciones mas o menos definidas, las cuales
condicionansuconcentraciony estabilidad. En algunos casos, su produccién se encuentra

regulada por el crecimiento microbiano, pHy temperatura (Todorov etal., 2011).
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El pHtiene una graninfluencia enla produccién de bacteriocinas. Por ejemplo, Todorov
et al. (2011) observaron que la bacteriocina excretada por L. plantarum ST16Pa se
producia a niveles mas bajos cuando el pHinicial del medio era 4,6 en MRS (caldodeMan,
Rogosa y Sharpe), en comparaciéon conloobtenidoa pH6,0 —6,5. Segin Abriouel, Valdivia,
Martinez-Bueno, Maqueda, & Galvez (2003), el pH dptimo varia mucho dependiendo de
la bacteriocina, tomando un valor de5,5 para la enterocina 1146, de 3,7 para la pediocina
AcH 0 5,0 paralasakacina.Otros autores han observado que mantener el pH control ado
durante la fermentacién puede aumentar la concentracion de pediocina AcH, nisina,
sakacina A o lacticina3147 (Abriouel etal., 2003; Delgado et al., 2007; Morgan, Galvin,
Ross, & Hill, 2001; Yang & Ray, 1994).

Por otro lado, la concentracién de sal es un factor importante, dado que podria
favorecer la liberacion de las bacteriocinas adsorbidas a la superficie de las células (Leal-
Sanchez, Jiménez-Diaz, Maldonado-Barragan, Garrido-Fernandez, & Ruiz-Barba, 2002). Sin
embargo, en algunos casos puede afectar negativamente la produccion, como ha sido
reportado por Delgado et al. (2007) para el caso de la produccion de bacteriocinas de L.

plantarum 17.b.

También es relevante la composicion del medio de cultivo. Afadir factores limitantes
del crecimiento como carbohidratos, nitrégeno o vitaminas, ademas de ajustar el pH del
medio, puede incrementar la produccidn de bacteriocinas (Ghalfi, Benkerroum, Doguiet,
Delvigne, & Thonart, 2007; Parente & Ricciardi,1999; Todorov & Dicks, 2005).En algunos
casos se necesita una cantidad optima de un determinado ingrediente. Por ejemplo, de
Vuyst y Vandamme (1992) observaron que una alta concentracién de sacarosa (>40 g/L)
afectaba negativamente la produccidn de nisina por L. lactis subsp. lactis NIZO22 186.
Todorov et al. (2011) mencionan que utilizar determinadas concentraciones de KH,PO4
incrementaba la produccién de la bacteriocina de L. plantarum ST16Pa. En el mismo
estudio, seencontré que otros componentes como el citratode amonioy las sales MgSOa
y MnSO4 ejercian también un efecto importante. Suele existir ademas un conjunto de

condiciones éptimas (temperatura, pH, composicidén del medio, tamafio del indculo,
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tiempo de fermentacién, entre otros) a las que se maximiza la produccién de
bacteriocinas. Por ejemplo, Leal-Sanchez et al.(2002) proponen una temperatura éptima
de 22 - 27°C, 2,3 — 2,5%, de sal y un inoculo de 103 — 10% ufc/mL para favorecer la

produccién de bacteriocinas de L. plantarum LPCO10.

Se ha observado concierta frecuencia, una correlacién entrealtos niveles de biomasa
y alta produccién de bacteriocinas (Abriouel et al., 2003; Delgado et al., 2007; Todorov
et al., 2011). En algunos casos se ha visto que depende de la acumulacién de péptidos
inductores en el medio, porlo cual, controlar los factores queregulan su produccién puede

ser complejo (Abriouel et al., 2003).

1.2.3.2  Purificacion

Las bacteriocinas son un grupo vasto y heterogéneo de sustancias, de modo que los
métodos de purificacién son diversos. En general, comprenden |a obtencién de un extracto
crudo de bacteriocinas queseconcentray precipita conacidos, sales, etanol y una mezcla
de solventes. Posteriormente, se purifican empleando diferentes técnicas, como la
cromatografia degel, la ultrafiltracidn, la cromatografia idnica, laHPLC reversa, entre otras
(Carolissen-Mackay, Arendse, & Hastings, 1997; Tagg, Dajani, & Wannamaker, 1976). Un
problema comun es la pérdida de actividad a mayor nivel de purificacién debido a que se

vuelven mas inestables (Carolissen-Mackay et al., 1997; Tagg et al., 1976).

1.2.3.3  Lanisina

La nisina es el primer polipéptido obtenido a partir de las BAL, especificamente del
Lactococcus lactis (Settanni & Corsetti, 2008). Una de sus primeras aplicaciones (y de la
biopreservacidn en general), seremonta a 1946, cuando Mattick y Hirsh demostraron que
una cepa de L. lactis productora de nisina era capazdedestruir el bacilo dela tuberculosis
en leche, mientras que otra cepa no productora de la bacteriocina, no lo hacia (Stiles,

1996).

35



Capitulo|

La nisina fue reconocida en 1969 como conservante de alimentos por expertos de la
FAO/WHO (Delves-Broughton, 2005). Esta bacteriocina ha sido utilizada con otros
conservantes, como el sorbato/benzoato de potasioy la lisozima (Jamuna etal., 2005).
Ademas, la nisinaseha aplicado junto a otras bacteriocinas, previniendo el crecimiento de
microorganismos resistentes a ella y/o produciendo un efecto sinérgico, como el
encontrado cuando se combina con la pediocina AcH (Kouakou, Ghalfi, Dortu, Evrard, &

Thonart, 2010).

La produccién denisina serealiza normalmentea un pH constante, ubicandoseel valor
Optimo entre 5,5 y 6,8, dependiendo de la cepa productora, aunque existen diversas

estrategias para mejorar su produccién (Pongtharangkul & Demirci, 2006).

1.2.3.4  Uso de bacteriocinas en productos cdrnicos

Las bacteriocinas pueden ser aplicadas de dos maneras, a través de la inoculacién de
la cepa productora en forma de cultivo protector, o afadiendo la bacteriocina
previamente producida en un medio de fermentacién, bien sea en forma cruda, purificada

o semi-purificada (Ananou et al., 2005).

La aplicacion debacteriocinasa través de cultivos protectores elimina la necesidad de
purificarlas, reduciendo costes de produccion (Garcha & Natt,2012). Maragkoudakis etal.
(2009), encontraron que las BALidentificadas como E. faecium PCD71y L. fermentum ACA-
DC179 redujeron efectivamente el crecimiento en carne de pollo de L. monocytogenes y
S. enteriditis, respectivamente. Winkowski et al. (1993), encontraron un efecto
antimicrobiano de L. bavancus MN sobre L. monocytogenes en carne envasada a vacioen

refrigeracion.

A diferencia de los productos lacteos, el uso de bacteriocinas en la carne se ha visto
limitado. La estructura dela carnedificulta quesedistribuyan deforma homogénea (Chen
& Hoover, 2003). Su efectividad puede estar afectada por la unién con componentes del

alimento (particulas de grasa o la superficie de las proteinas) o con ciertos aditivos
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(aceites); ademas de que pueden serinactivadas por oxidacidn o por la accidon de proteasas

(Settanni & Corsetti, 2008).

Por otra parte el elevado pH de la carne afecta negativamente la estabilidad y
efectividad de las bacteriocinas, tomando en cuenta que su actividad mejora a valores de
pH bajos (Clasely Clasell) (Chen & Hoover, 2003). Por ejemplo, el efecto antimicrobiano
de la nisina se reduce sustancialmente a un pH superior a 5,0 (como el encontrado en la
carne), porlo cual soloseutiliza en determinados productos carnicos y a concentraciones
de 250 pg/g (recomendable) (Ananou et al., 2010). Por ello, en algunos casos las dosis
necesarias para lograr su efectividad no son econémicamenterentables y exceden la dosis
diaria aceptable de 100 g/dia (persona de 60 kg) (Hugas, 1998). Otra desventaja de la
nisina, es que no es efectiva sobrebacterias Gramnegativas (Ananouetal., 2010),a menos
que se utilicen altas cantidades (Todorov & Dicks, 2005). Adicionalmente, mientras mayor
sea la concentracién de microorganismos, mas nisina se requiere afadir (Delves-

Broughton, 2005).

En las carnes curadas se ha intentado sustituir parcialmentelos nitritos por nisina, pero
solo concentraciones altas y econdémicamente inviables, lograron controlarel crecimiento
de C. botulinum. Otras aplicaciones con mejores resultados hansidosu incorporaciénen
los preparados (mix) desalchichas (1,25-6,25 mg/kg) o sumergiendo la salchichacocida en
una solucién de nisina (5,0-25 mg/L) (Delves-Broughton, 2005). Por otra parte, Andrés-
Bello, De Jesus, Garcia-Segovia, Pagan-Moreno, & Martinez-Monzé (2015), lograron una
reduccién de los recuentos de aerobios meséfilos y Enterobacteriaceae al aplicar una
soluciéon de 2 mg/mL de nisina en filetes de dorada (Sparus aurata) mediante
impregnacion a vacio. Por su parte, |la pediocina PA-1 aplicada en carne de pollo cruda,
logré disminuir sustancialmente los recuentos de L. monocytogenes (de Freire Bastos &

Ceotto, 2011).

En la bioconservacion con bacteriocinas sedebetomar en cuenta, ademas, que existen
bacterias que pueden desarrollar resistencia a las bacteriocinas, puesto que son capaces

de inactivarlas por medio de enzimas (Benkerroum, Oubel, Zahar, Dlia, & Filali-Maltouf,
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2000). Por ello, es conveniente la aplicacion combinada con otros métodos de
conservacion (“obstaculos”) para prevenir que los patdogenos resistentes puedan crecer.
Por ejemplo, cuando se utilizan cultivos protectores, la produccién de acido lactico junto
con bacteriocinas seria deseable (Abee, Krockel, & Hill, 1995) debido a los efectos
beneficiosos del acido lactico por su capacidad antimicrobianay porquela disminucion del

pH favoreceria la efectividad de las bacteriocinas, como se comenté anteriormente.

.24  Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos son generalmente cadenas cortas catidnicas, producidas
por animales y plantas, que tienen el potencial de inactivar bacterias, hongos, virus y
protozoos. Se cree que su actividad antimicrobiana se debe a que los péptidos son
atraidos por los fosfolipidos (negativamente cargados) de la membrana celular,

desplazando los lipidos y alterando por tanto su estructura (Burgess et al., 2008).

En el casodelas bacteriasacidolacticas,sehanaislado algunosdipéptidos ciclicos con
capacidad antimicrobiana, como el cyclo(glicil-L-leucil) de L. plantarum VTT E-78076, o
ciclo(L-Phe-L-Pro) y ciclo (L-Phe-trans-4-OH-L-Pro), producidos por L plantarum MilLAB
393 (Crowley, Mahony, & van Sinderen, 2013).

.25  Bacteriéfagos

Los bacteriofagos son virus que infectan y matan bacterias. Al reproducirseen el
interior de las células, alteran sus procesos metabdlicos. Atacan especificamente las
células bacterianas, por lo cual pueden ser utilizados como bioconservantes (no atacan
células de mamiferos). Se ha observado su poder antimicrobiano en diferentes productos
carnicos, sobre Campilobacter jejuni, Salmonella Enteriditis o E. coli 0157:H7 (Burgess

et al., 2008).
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1.2.6  Peroxido de hidrégeno

Diversas BAL pueden producir perdxido de hidrégeno, generalmente en condiciones
aerdbicas en cultivos agitados, aunque algunos microorganismos como Lactobacillus
delbrueckii subs. lactis o Lactobacillus acidophilus pueden producirlo en condiciones
estaticas (Villegas & Gilliland, 2006). El poder antimicrobiano del H,02 se debe a que oxida
los lipidos dela membrana, afectando su permeabilidad, y los grupos sulfhidrilo de muchas
enzimas. Ademds, puede actuar como precursor en la formacion de radicales libres, que
pueden dafiar el ADN (Ammor et al., 2006; Calo-Mata et al., 2007). Su efecto bactericida

depende del pHy la temperatura (Brul & Coote, 1999).

El H202 producido por BAL puede afectar de forma significativa el crecimiento de
Pseudomonas spp. y estafilococos (Holzapfel & Wood, 1995). Brashears, Siobhan, &
Stanley (1998) determinaron que entre los compuestos antimicrobianos producido por
Lactobacillus lactis, el peréxidode hidrogeno era el principalresponsableenlainhibicion
de E. coli 0157 en medio de cultivo. Adicionalmente, observaron un efecto letal sobre el

mismo microorganismo diana en carne de pollo cruda.

1.2.7 Reuterina

La reuterina es una mezcla de las formas mono y diméricas del 3-
hidroxipropanaldehido, sintetizado a partirdel glicerol por Lactobacillus reuteri (Calasso &
Gobbetti, 2011). Posee actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram positivas como L.
monocytogenes y Gram negativas como E. coli y Salmonella Tiphymurium, ademas de
hongos y levaduras, como Aspergillus flavus y Candida albicans (Burgess et al., 2008;
Crowley et al.,2013). Su poder antimicrobiano puedeatribuirsea la reactividad del grupo
aldehido conlos grupos tiol de moléculas pequefias y de proteinas,locual causa un estrés
oxidativo a las células y por tanto su inhibicion (Crowley et al., 2013). La reuterina es
efectivaen unampliorangodepH (2 - 8)y es resistente a enzimas proteoliticas y lipoliticas

(Calasso & Gobbetti, 2011).
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1.2.8 Diacetilo

Las BAL pueden producirdiacetilo a partir dela fermentacion del citrato, impartiendo
un aroma a mantequilla a los productos fermentados, inclusive a concentraciones tan
bajas como 2- 4 ppm. Su uso como bioconservante se encuentra limitado por esta
caracteristica, considerando que para lograr un efecto antimicrobiano relevante se
necesitarian concentraciones muchos mds altas (300 —1000 ppm) (Helander, Von Wright,
& Mattila-Sandholm, 1997). Puede afectar el crecimiento de microorganismos Gram
positivos y Gram negativos, siendo mas importante el efecto sobre estos ultimos
(Lanciotti, Patrignani, Bagnolini, Guerzoni, & Gardini, 2003). Su efecto antimicrobiano se
debe a que interfiere con la utilizacién de la arginina (LeBlanc, De LeBlanc, De Souza

Oliveira, & Todorov, 2014).

.29 CO,

El CO; es producido por BAL heterofermentativas a partir de las hexosas, y es toxico
paravarias bacteriaaerobias putrefactivas; sin embargo, puede promover el crecimiento
de otros microorganismos (Holzapfel etal., 1995). Este gas puede reemplazar el oxigeno
de la atmodsfera, lo cual crea un entorno anaerébico que inhibe la descarboxilacién
enzimatica. Ademds, su acumulacion en la membrana bilipidica puede afectar su

permeabilidad (Ammor et al., 2006).

1.2.10 Otros compuestos

Existen otros compuestos antimicrobianos menos relevantes que pueden ser
producidos por BAL. Entre ellos se pueden citarlos acidos grasosy sus hidroxi derivados,
los cuales han demostrado tener un poder antifingico, quese relacionaconla longitud de
la cadena del acido (siendo mejor para las cadenas mas largas) (Crowley et al., 2013).
Algunas cepas de L. plantarum son capaces de producir los dcidos 3-hidroxidecanoico, 2-

hidroxi-4-metilpentanoico, entre otros, (Broberg, Jacobsson, Strém, & Schnirer, 2007).
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Otro compuesto de interés es el acido fenil-lactico, al cual se le ha dado gran
importancia debido a que posee un amplio espectro antimicrobianoy antifungico. La
ausencia de toxicidad y de olor aparente de este compuesto, son algunas de sus
caracteristicas mas relevantes de cara a su utilizacidon como bioconservante en alimentos

(Crowley et al., 2013).

Por ultimo, algunas enzimas producidas por BAL, como lisozima o lisostafina, pueden
proporcionarle al alimento una proteccion y estabilidad adicional frente al ataque de

determinados grupos microbianos (Holzapfel et al., 1995)

1.3  BIOCONSERVANTES COMERCIALES

Probablemente el bioconservante comercial mas popular sea la nisina, la Unica
bacteriocina que se encuentra autorizada para su uso como conservante (sus
caracteristicas se explican en el apartado 1.2.3.3). Es comercializada por DuPont Danisco
(Itasca, Illinois, Estados Unidos) con el nombre de Nisaplin®. Este producto contiene 2,5%
de nisina (el resto lo componen sélidos lacteos provenientes del medio de cultivo en el
que es producida, a partir de L. lactis) (Delves-Broughton, 2005). La adicidon de nisina se
encuentra autorizada en quesos, nata espesa (clotted cream) huevo liquido pasteurizado

entre otros, segun seindica en el Reglamento (UE) 1129/2011.

Las bacteriocinastambién pueden ser aplicadas enalimentos sin purificarlas, a través
de un producto fermentado que las contenga. Este es el caso de ALTA® 2351,
comercializado por laboratorios Amerex S.A. (Colmenar Viejo, Madrid, Espafia)
(Laboratorios Amerex, 2016).Se trata de un producto en polvo, que contiene la pediocina

PA-1 (Mills, Stanton, Hill, & Ross, 2011).

La empresa DuPont también elabora bioconservantes basados en antimicrobianos
naturales procedentes de caldos de fermentacidn. Se trata de la gama de productos

Microgard® (DuPont-Danisco,2016), queabarca unaseriede conservantes disefiados para
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alimentos especificos (lacteos, productos carnicos, panaderia, etc.), con poder inhibitorio
sobre bacterias Gram negativas, Gram positivas, mohos y levaduras. La misma empresa
comercializa otros bioconservantes como Natamax® (contienen natamicina, un
antifungico producido por Streptomyces natalensis) o Avgard® (inhibitorio sobre

patdégenos Gram negativos en carney pollo).

Por su parte, la empresa Biorigin (Sao Paulo, Brasil) fabrica una linea de ingredientes
antimicrobianos a partir dedextrosa fermentada denominada Biogard®, conaplicacionen
diferentes alimentos, incluidos productos carnicos. Son conservantes en polvo que
contienen acidos orgdnicosy péptidos entre otros compuestos, conaccidén antimicrobiana

sobre mohos.

Entre los bioconservantes disponibles en el mercado bajo la forma de cultivos
protectores, se pueden citar Fargo 35®, Fargo 37® y Fargo 763®, producidos por
Laboratorios Amerex. Estan constituidos por cultivos de BAL, con aplicacién en produ ctos
carnicos.Fargo35®y37®son productos en polvo, mientras que Fargo 763® se comercializa

congelado (Laboratorios Amerex, 2016).

1.4  LOS CULTIVOS STARTER

Los alimentos fermentados hansido consumidos durante milenios por la humanidad.
En los pueblos primitivos, |a fermentacidn producida por bacterias dcido-lacticas permitia
conservar alimentos comola lecheyla carne.Con el transcurrir del tiempo, se produjeron
grandes avances en el campo de la microbiologia, desde que Leeuwenhoek inventé el
microscopio y describid por primera vez las bacterias en 1685. Posteriormente, gracias a
los avances de Louis Pasteur en el siglo XIX,se comienza a investigar la relacion entre los
microorganismos ylos cambios que producen en los alimentos.A lo largo de los afios, el
conocimiento que se ha generado en esta materia, ha contribuidoa mejorar la calidad de
los productos fermentados, ya que ha permitido reducir la aparicién de las alteraciones

que pueden ocurrir como consecuencia de una fermentacién llevada a cabo de forma
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descontrolada.Por ello, en la elaboracién de embutidos fermentados, el aislamientoy/o
aplicacidén decepas especificas como cultivos bacterianos constituye una necesidad y una
prdctica habitual detrabajo, dado que permiten una calidad constanteen el producto aun
cuandolos lotes de carne no sean uniformes (Schiffner, Hagedorn, & Oppel, 1978). Estas
cepas bacterianas constituyen los llamados cultivos iniciadores o “starters”. Son
preparaciones de microorganismos vivos o de sus formas latentes, cuya actividad
metabdlica produceun efecto deseable en el alimento sujeto al proceso de fermentacion
(Vogel et al., 2011). Asi, los cultivos starter permiten, ademds de la uniformidad del
producto terminado, controlar el tiempo de fermentacidn, mejorar la conversién del
substrato, reducir los riesgos higiénicos, y posibilitan la elaboracién de nuevos productos

gue no podrian obtenerse mediante una fermentacién espontanea (Vogel et al., 2011).

En la fermentacion de la carne con cultivos starter, existen dos grupos de
microorganismos importantes: las BAL, como se comentd anteriormente, y los
estafilococos coagulasa-negativos. Las BAL suelen estar presentes inicialmente en los
productos carnicos a concentraciones bajas, de 3-4 unidades logaritmicas, pero terminan
convirtiéndose en la poblacion microbiana dominante durante la fermentacién (8 log
ufc/g) (Talon & Leroy, 2011). En el proceso de produccidn del embutido se inocula una
cantidad suficiente del starter, de modo que pueda sobrepasar e inhibir crecimiento de
microorganismos indeseables (incluyendo patdégenos como L. monocytogenes) (Sebranek,
2004). El dominio de las bacterias acido-lacticas en embutidos fermentados se debe, en
parte, al pH inicial de la mezcla de ingredientes (<5,8). En los alimentos fermentados, la
producciénde los acidos lactico y/o acético por BAL, conlleva el descensodel pH, loquea
suvez genera la desnaturalizacién delas proteinas (reduciendo la capacidad deretencién
de agua y por tanto favoreciendo el secado),ademas de cambios en el sabory la textura
(Hugas, 1998; Schiffner et al., 1978). La produccidn de acidos, el descenso del pH y la
reducciéndela actividad deagua, contribuyen ademds a una estabilizacién microbiana del
producto (Hugas, 1998; Liicke, 2000). En el proceso de fermentacién se produce poca

cantidad de acido acético,en comparacionconlade acidolactico,locual es deseable, ya
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que de otra manera el producto seria inaceptabledesde un punto de vista sensorial (Liicke,

2000).

Los cultivos starter suelen estar disponibles comercialmente como productos
congelados o liofilizados. Para su aplicacién se deben considerar ciertas precauciones en

la descongelacion o rehidratacidn para que mantengan su viabilidad.

El Pediococcus acidilactici, fue el primer cultivo starter desarrollado (en 1957,
denominado entonces como Pediococcus cerevesiae) y es el mas utilizado hoy en dia en
embutidos semi-secos. Otra BAL comunmente utilizada es el Lactobacillus plantarum, a
veces en conjunto con P. acidilactici (Sebranek, 2004). Los cultivos comercializados pueden
estar compuestos de diferentes cepas, cada una con una funcién tecnoldgica, conteniendo
por ejemplo un acidificante (Lactococcus o Pediococcus) y una cepa que afiada colory

aroma (Micrococcus o Staphilococcus) (Wiberg, 2016).

Pediococcus acidilactici y Pediococcus pentosaceus constituyen los microorganismos
starter preferidos en EEUU para embutidos fermentados. En Europa, los mas utilizados

son Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus y Lactobacillus plantarum (Hugas, 1998).

.41 Proceso de produccion de cultivos starter

En la produccién decultivos starter, se busca mantener |las caracteristicas metabdlicas
de la cepa evitando la aparicion demutantes (locual selogra al evitar hacer subcultivos o
transferencias sucesivas, y manteniendo stocks). Tanto el método de producciéon como el
de conservacion, deben ser los apropiados paraobtener la mayor concentracién de células

y la viabilidad de las mismas por un tiempo prolongado (Tamime & Robinson, 2007).

El proceso de produccidn destarters puederealizarse en modo continuo o discontinuo.
En general, el proceso discontinuo es ideal para producciones pequefias (no mas de 20
litros) aunque requieren de mas mano de obra (Schiffner et al., 1978). Este proceso

consiste basicamente en realizar inoculaciones sucesivas de la cepa a producir en
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volumenes cada vez mayores, seguidas de una etapa de estabilizacion y finalmente el

envasado. El proceso general se esquematiza en la Figura 1-2.

Inéculo Cultivo Produccid Estabilizaciony
roduccion envasado

“stock” madre

Figura I-2. Proceso discontinuo de produccion de cultivos starter

Se parte deun indculo “stock” dela cepa a producir, que puede provenir de la coleccién
de algunainstitucion odeun cultivo starter comercial. Puede estar en forma de crioviales,
como lidfiloocomo cultivo congelado. El stock se propaga cultivando sucesivas veces en
voliumenes cada vez mayores hasta obtener un crecimiento adecuado de la cepa. El
numero de veces que se propaga depende del método de conservacidn del cultivo stock,
vya que cuando separtede un cultivo liofilizado, suele obtenerse una fasedelatencia larga,
de modo que necesitaria mayor numero de propagaciones (Tamime & Robinson, 2007).
Asi seobtiene el cultivo madre, el cual sirve para verificar el crecimiento del indculoy para
asegurarse de la pureza del medio de cultivo (Schiffner et al., 1978). A partir de este se
puede preparar un cultivo intermedio (Tamime & Robinson, 2007) oinoculardirectamente
el tanque de produccidn (Schiffner etal., 1978). Tanto el cultivo madre como el intermedio
se pueden conservar dediversas maneras manteniendo suactividad:se pueden refrigerar
(no mds de una semana), o bien concentrarlos (separando las células del medio de cultivo
usado por centrifugacion)y estabilizarlos por congelacién o secado. Esta forma es indicada

para el almacenamiento a largo plazo (Tamime & Robinson, 2007).

La ultima etapa del proceso comprende la estabilizacion, que puede realizarse de

diferentes formas (Tamime & Robinson, 2007):

e Refrigeracion (medio liquido): El cultivo starter puede conservarseen refrigeracion por
un periodo no mayor a una semana, a una temperatura inferiora 10°C. El éxito de este
método de conservacién depende de la acidez final del medio y de la velocidad de

enfriamiento, entre otros factores.
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e Deshidratacion: Normalmente la precede un proceso de concentracion delas células. Se
puede deshidratar por atomizacion (nosuele utilizarse) o por liofilizacidon.Enel caso de
los cultivos liofilizados, para ayudar a mantener su viabilidad, se pueden utilizar
diferentes sustanciasantes dela deshidratacién, tales como acido ascérbico o glutamato
de sodio, ademas de agentes crioprotectores como sacarosa o glucosa. El envasado
puede realizarse en atmosfera normal, con nitrégeno o a vacio, dependiendo del

microorganismo.

e Congelacidén: Se almacenan entre -20 y -40°C cuando no estan concentrados, o a -80°C
en el caso de estarlo. También se puede aplicar ultracongelacion con nitrégeno liquido
(-196°C). Al igual que en el caso de los cultivos liofilizados, se puede prolongar su
actividad por mas tiempo con la adicion de crioprotectores como lactosa, extracto de
levadura o glicerol. Normalmente se envasan en botellas de plastico. Antes de ser

utilizados debe seguirse un procedimiento adecuado para su descongelacion.
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Il. CARACTERIZACION Y OPTIMIZACION DEL PROCESO DE OBTENCION DE
LOS CULTIVOS STARTER DE LACTOBACILLUS PLANTARUM Y
PEDIOCOCCUS PENTOSACEUS

.1 INTRODUCCION

Las bacterias acido-lacticas han sido ampliamente utilizadas en los procesos de
fermentacion de alimentos como cultivos starter,aunquesu uso en productos carnicos es
relativamente reciente en comparacion con los lacteos y las bebidas alcohdlicas (Ricke,
Zabala Diaz, & Keeton, 2007). El uso de cultivos starter permite controlar las propiedades
organolépticas, la calidad microbioldgica y la seguridad del producto (Cocconcelli &

Fontana, 2010).

Como cultivos iniciadores en la carne suelen utilizarse micrococaceas catalasa-
positivas (Staphylococcus xylosus, Staphylococcus equorum, entre otros) y bacterias
acido-lacticas (BAL), como Lactobacillus plantarum y Pediococcus pentosaceus, entre otras

comunmente utilizadas (Cocconcelli & Fontana, 2010; Ricke et al., 2007).

Los cambios que producen las BAL en la carne estan asociados principalmente a su
capacidad disminuirel pHgracias ala produccién deacidos. Esto trae como consecuencia
una disminucién de la capacidad de retencidn de agua de la carne, lo que favorece la
deshidratacion de los productos crudo-curados. La acidificacion del medio propicia la
seleccién de la microbiota presente en la carne hacia aquellos microorganismos capaces
de crecer en condiciones de pH bajo. Pero ademas de los acidos, las BALson capaces de
producir una variedad de sustanciasantimicrobianas, lo cual, aunado al hecho de que se
inoculanenaltas cantidadesen la masa carnica, conlleva queacaben por convertirseen la

flora dominante (Hugas, 1998; Schiffner, Hagedorn, & Oppel, 1978).

Las BAL utilizadascomo starter son seguras desde el punto de vista de su consumo en
alimentos. Estas bacterias se consumen junto con sus metabolitos en los productos

fermentados, de modo que, en general, los compuestos antimicrobianos que producen
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son reconocidos como igualmente seguros (Adams & Nicolaides, 1997; Garver & Muriana,
1993).Porello, mas allddesu uso como starter, es especialmenteinteresante la aplicacién
de las BAL y sus metabolitos antimicrobianos en la conservacion de alimentos. En la
produccién de cultivos starter, después del proceso de fermentacidn, el caldo de
fermentacion agotado se separa de la biomasa como residuo. Considerando los
compuestos antimicrobianos que pueden producir las BAL, es interesante explorar
alternativas para el aprovechamiento del caldo defermentacidn y/o sus metabolitos como
bioconservantes. En este aspecto es importante considerar que para la produccidn de
cultivos starter, los medios de cultivoylas condiciones dela fermentacidn se seleccionan
para favorecer un mayor rendimiento de biomasa, lo cual generalmente esta ligado a una
mayor produccién de metabolitos antimicrobianoscomo las bacteriocinas (Todorovet al,,

2011).

En muchos estudios se ha demostrado |a efectividad en |a extensidn de la vida util de
los alimentos gracias a los compuestos antimicrobianos producidos por distintas cepas de
BAL, tanto al aplicarlosdirectamente en los alimentos (especialmente bacteriocinas) o por
medio de la adicidn de cultivos protectores (Andrés-Bello, De Jesus, Garcia-Segovia,
Moreno, & Martinez-Monzé, 2015; Castellano, Belfiore, Fadda, & Vignolo, 2008; Guinane,
Cotter, Hill, & Ross, 2005; Khan, Flint, & Yu, 2010; Pucci, Vedamuthu, Kunka, &
Vandenbergh, 1988). Por otra parte, muchos trabajos de investigacion han estado
orientados a optimizar las condiciones de fermentacion en medio de cultivo para la
produccidn de bacteriocinas (Altuntas, Cosansu, & Ayhan, 2010; Biswas, Ray, Johnson, &
Ray, 1991; Enitan, Adeyemo, & Ogunbanwo, 2011; Leal-Sanchez, Jiménez-Diaz,
Maldonado-Barragdn, Garrido-Fernandez, & Ruiz-Barba, 2002; Todorov et al., 2011;
Verellen, Bruggeman, Van Reenen, Dicks, & Vandamme, 1998), cuyos resultados ponen en
relieve que para determinar el posible uso de una cepa de BAL como bioconservante, se
requiere conocer en detalle sus caracteristicas metabdlicas, especialmente en lo que se
refiere a sus necesidades nutricionales, pH 6ptimo de crecimiento y demas factores que
regulan su metabolismo, de manera que se puedan seleccionar las condiciones que

maximicen la produccion de compuestos antimicrobianos.
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Tomando en cuenta estas consideraciones, en este capitulo se realiza un estudio
preliminar de la factibilidad técnica de elaborar bioconservantes a partir de los caldos de
fermentacion obtenidos del proceso de produccion de cultivos starter de Lactobacillus
plantarum y Pediococcus pentosaceus, ambos producidos por la empresa la empresa

colaboradora de este proyecto .

El género Lactobacillus, esta conformado por microorganismos de forma alargada de
0,5-1,2 um por 1 — 10 um, con una temperatura éptima de crecimiento entre los 30 y
35°C. Son heterofermentativos facultativos, de manera que, en funcién de las condiciones
en las que se desarrollen los procesos metabdlicos de este microorganismo, producirdn
acido lactico, acido acético, etanol y CO, (Ribéreau-Gayon, Dubourdieu, Donéche, &
Lonvaud, 2006; Sebranek, 2004). Algunos microorganismis pertenecientes a este género
son capaces de producir bacteriocinas, como la plantaricina y la lactocina (Castellano etal,

2008).

Por su parte, el género Pediococcus, estda compuesto por microorganismos del—2 um
de didmetro, anaerobios facultativos y homofermentativos, de modo que proporcionan
como principal producto metabdlicoacidolactico(DLo L) sin CO2 (Ribéreau-Gayon et al,
2006).Pueden crecera pH5 pero noa pH 9,y muchas de las cepas pertenecientes a este
género son productoras de bacteriocinas (pediocinas) (Lahtinen, Ouwehand, Salminen, &

Von Wright, 2011).

1.2 OBIJETIVOS

=  Objetivo general:

- El objetivo general del presente capitulo fue determinar las condiciones éptimas
de produccién de biomasa y de compuestos antimicrobianos de los cultivos
iniciadores L. plantarumy P. pentosaceus in vitro.
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=  Objetivos especificos:

Para conseguir el objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

- Caracterizar el proceso deobtencién de los cultivosiniciadores de L. plantarumy
P. pentosaceus a 30y 37°C.

- Evaluarla utilizacién de diferentes medios de cultivo enla produccién de biomasa
y compuestos antimicrobianos.

- Analizar la capacidad antimicrobiana sobre Listeria innocua de los caldos de
fermentacidn libres de células microbianas.

1.3 MATERIALES Y METODOS

I1.3.1 Plan de trabajo

El plande trabajoseguidoen el presente capitulo (Figura ll-1) seorganizd entres fases

las cuales comentan brevemente a continuacion.

Fase 1: Caracterizacién del proceso de produccién de los cultivos iniciadores carnicos

Se caracterizo el proceso de fermentacion de los dos microorganismos en estudio,
determinando la curva decrecimiento, el pHy la cargainicial del inéculo. Los datos de los
recuentos se ajustaron al modelo de Baranyi & Roberts (1994) para analizar las
caracteristicas de la curva de crecimiento y obtener los parametros caracteristicos del

proceso de desarrollo microbiano.

Fase 2: Evaluacidén dela utilizacién de medios de cultivo simplificados

Se evalud la posible utilizacién de medios de cultivos cuya composicién fuese mas
simple que la del medio MRS. Con ello se perseguia obtener una reduccién en costes de
materia prima pero sin comprometer la produccidon de biomasa o de compuestos

antimicrobianos que se obtiene con MRS.
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Fase 3:evaluacién dela capacidad antimicrobiana

Con lafinalidad de evaluar la capacidad antimicrobiana delos productos metabdlicos
obtenidos de los procesos de fermentacion en el medio seleccionado en base a los
resultados de la fase 2, se obtuvieron los extractos libres de células de los caldos de
fermentacion a diferentes tiempos de incubacion. Se determinéd la capacidad

antimicrobiana deestos extractos utilizando como microorganismo diana Listeria innocua.

FASE 1 FASE 2
Caracterizacién del proceso Estudio del crecimiento de las
industrial de produccién de los cepas en medios de cultivo
cultivos iniciadores
= L

a4
<k

'~

Procesode fermentacion: 30°Cy 37°C Medios de cultivo experimentales y MRS
Curva de crecimiento Curva de crecimiento

! N

Recuentos, pH, Densidad dptica

<

FASE 3

Recuentos, pH, Densidad dptica

Evaluacion de la actividad
antimicrobiana de los productos

metabdlicos sobre L. innocua

k]
=L g

'~

1-Obtencidnde los extractos libres de
células (CFE)

2- Actividad antimicrobiana de los CFE
sobre L. innocua

Figura lI-1. Plan de trabajo del Capitulo |
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1.3.2 Metodologia

La metodologia seguida para el desarrollo de las fases descritas en el plan de trabajo

se detalla a continuacion.

11.3.2.1 Caracterizacion del proceso de produccion de los cultivos iniciadores

Los cultivos iniciadores utilizados en el presente trabajo fueron cedidos por la empresa

colaboradora de este proyecto

La caracterizacidon del proceso de produccién de los de los cultivos starter en estudio
(Lactobacillus plantarum y Pediococcus pentosaceus) se realizé simulando las condiciones
utilizadas en la empresa: temperatura de 30 - 37°C, 24 horas de incubacidn y caldo De
Man, Rogosa y Sharpe (MRS) como medio de cultivo. Se tomaron muestras a diferentes
tiempos durante la fermentacidn realizandoserecuentos microbianos enagar MRS con la
finalidad de elaborar la curva de crecimiento de los microorganismos. Los valores de los
recuentos seajustaron al modelo de Baranyiy Roberts (1994) para obtener los parametros
caracteristicos del crecimiento microbiano. Ademas, se tomaron muestras, a los mismos

tiempos que paralos recuentos en MRS, para medir el pHy la densidad éptica (600 nm).

11.3.2.1.1  Obtencidn de |la curva de crecimiento

La curva de crecimiento se obtuvo utilizando las mismas condiciones (tiempo vy
temperatura) y materias primas (medio de cultivo e inéculo) que en el procesoindustrial
de produccidn de los cultivos iniciadores proporcionados por la empresa colaboradora.
Como indculoinicial se utilizaron crioperlasimpregnadas conlas cepas.Paraobtencion de
la curva de crecimiento, se adiciond una crioperla a 100 mLde caldo De Man, Rogosa y
Sharpe (MRS) (Scharlau, Barcelona, Espafia), medio de cultivo utilizado en el proceso
industrial,y seincubdé durante 24 h a30 0 37°C obteniéndose asila suspension madrede
partida. Posteriormente, se inocularon 800 mL de caldo MRS con 16 mL (2%) de la
suspension madreyseincubarondurante 48 horas a 30037°C,tomandose muestras cada

2 horas (Figura 11-2).
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crioperla / indculo ——— — Toma de muestra
(L plantarum o t=0,2,4..

- pentosaceus) Incubacion  |ncubacién Recuento en placa
24h  30037°C  |pH
30037¢C DO (600 nm)

Figura II-2. Obtencién de las curvas de crecimiento a 30y 37°C

La determinacién de la carga microbiana (ufc/mL) se realizd mediante siembra en
profundidad, en doble capa, en agar MRS (Scharlau, Barcelona, Espafia), eincubando a

30°C por 48 h (1SO 15214:1998).

Adicionalmente, se determind la carga inicial delas crioperlas, colocando una crioperla
en 10 mL de agua de peptona tamponada (Scharlau, Barcelona, Espafia). Seagitd en vortex
y se realizaron las diluciones necesarias para recuento en placa, utilizando el método

descrito anteriormente.

11.3.2.1.2 Modelizacidén de la curva de crecimiento

Los valores de los recuentos de la curva de crecimiento se ajustaron al modelo de

Baranyi y Roberts (1994), indicado en la Ec. lI-1:

emumaxA(t) — 1> Ec. I1-1

1
Y(t) =Yyot lJ'maxA(t) - ;ln <1 + em(Ymax—Yo)

Donde A(t) se define segun la Ec. I1-2:

In(e~Hmaxt 4 g=ho — =Vt=ho) Ec. I1-2

Al =t +

P-max

Por otra parte, y(t) = concentracién de células (log ufc/mL) a un tiempo t (h), yo =

concentracion de células (log ufc/mL) para t=0 h, pmax = velocidad maxima especifica de
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crecimiento (1/h), m = pardmetro de curvatura para caracterizarel paso desde la fase
exponencial, v= pardmetro de curvatura que caracteriza la transicién hacia la fase
exponencial, ho = pardmetro que cuantifica el estadofisioldgicoinicial delas células. Para
los pardmetros de curvatura, se sugiere v=pmax Y m=1, de manera que se reduzca el
numero de parametros. Asi, el tiempo de latencia A (h) se puede calcular como A(h) =
ho/umax (Grijspeerdt & Vanrolleghem, 1999). Ademds, se obtuvieron los parametros

estadisticos R2= coeficiente de correlacién y SE = Error estandar del ajuste.

La obtencién del modelo y de los pardmetros de crecimiento se realizé a través dela
herramienta DMFit web-edition de Combase para Excel, disponible en

http://www.combase.cc/.

11.3.2.1.3 Determinacién del pH

Los cambios de pH del caldo en fermentacién se midieron tomando muestras a los
mismos tiempos que en las determinaciones de la carga microbiana. Las medidas se
realizaron por triplicado utilizando un pHmetro CRISON Multimeter MM41 (Barcelona,

Espaia).

11.3.2.1.4 Determinacién de la Densidad Optica (OD)

La determinacién de la densidad 6ptica (OD) de los medios en fermentacidn se realizd
empleando un espectrofotometro Helios Zeta UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, Reino
Unido) realizando medidas por triplicado a 600 nm para los mismos tiempos utilizados en
la determinacién dela curva decrecimiento. Cuandola OD fue mayor que 1,0 serealizaron
las diluciones pertinentes en medio de cultivo puro, y posteriormente se aplicé el factor

de dilucidn utilizado para obtener el valor real dela OD.

11.3.2.2 Estudio de la fermentacion en medios de cultivo simplificados

Se estudiaron diferentes medios de cultivo basados en el MRS pero con una

composicion simplificada, de manera que se pudiera determinar si las variaciones en los
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produccién de biomasa.

componentes del medio o en su concentracion, mejorarianla capacidad antimicrobianay

La composicién delos medios de cultivo experimentales se fundamentd en diferentes
estudios, en los que se destacaba la capacidad de determinados componentes de
estimular la produccién de bacteriocinas. Asi, el medio denominado C1, se basden lo
propuesto por Guogiang, Kaul, & Mattiasson (1992) y Suma, Misra, & Varadaraj (1998)
mientras que el medio C2 esta basado en los estudios de Altuntas et al. (2010) y Biswas
et al. (1991). La composicién de dichos medios se muestra en la Tabla lI-1. Después de
homogeneizar los componentes del medio en agua destilada, se ajusté el pH a 6,0 con

NaOH 1N, antes de esterilizarlos en autoclave.

Tabla II-1. Composicion de los medios de cultivo (%m/v) MRS, C1y C2

Denominaciéon del medio

Componente

MRS c1 c2
Glucosa 2 3 1
Extracto de levadura 0,4 1 1
Extracto de carne 0,8 - -
Triptona - - 1
Proteasa peptona 1 - -
K2HPO4 0,2 0,05 -
KH,PO4 - 0,05 -
Acetato desodio 0,5 - -
Citrato sodio - 0,1 -
Citrato triamdnico 0,2 - -
MgS04.7H20 0,02 0,0005 0,0005
MnS04.7H,0 0,005 0,0003 0,0003
FeS04.7H,0 - 0,0002 -
Acido ascérbico - 0,0005 -
Tween 80 (Polisorbato 80) 0,1 - 0,2
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11.3.2.2.1  Preparacidény estandarizacién del indculo

Para este estudio, se utilizaron indculos congelados que se prepararon a partir de
cultivos starter liofilizados cedidos por la empresa colaboradora. Para ello, el lidfilo de L.
plantarum o P. pentosaceus se suspendié en 100 mL de caldo MRS y se incubd a 37°C
durante 24 horas. De este cultivo, se extrajeron 16 mL que se inocularon en 800 mL de
caldo MRS. Este nuevo cultivo seincubd a 37°C otras 24 horas. La biomasa obtenida se
separd del medio por centrifugacion (15557g, 10 minutos, 4°C) empleando una centrifuga
eppendorf 5804 R (Hamburgo, Alemania).Se elimind el sobrenadantey el pelletresultante
se resuspendié en caldo MRS estéril. A partir de esta suspension se prepararon indculos
de 1 mL con 20% de glicerol (como crioprotector) que se almacenaron a -80°C hasta su

uso.

La utilizacidon deindculos congelados en vez de crioperlassedebid a motivos practicos,
puesto que se encontrd poca reproducibilidad en los recuentos obtenidos a partir de las
crioperlasdeuna de las cepas.Ademas, los indculos congelados permitieron estandarizar
la concentracidninicial delos microrganismos en el medio de fermentacion, puesto que a
partir de estos indculos se prepararon otros deconcentracién estandarizada.Paraello, se
determind la carga microbiana del indculo concentrado congelado por siembra en MRS e
incubando 48 ha 37°C. Conociendo el valor de estos recuentos (ufc/mL), se prepararon
diluciones necesarias en agua de peptona tamponada (Scharlau, Barcelona, Espafia) hasta
obtener una dilucién de 103 ufc/mL. A partir de esta dilucidn se prepararon los nuevos
inoculos (103 ufc/mL), dispuestos en viales con 20% de glicerol. Dichos viales se

almacenaron a -80°C hasta su uso.

11.3.2.2.2  Curva de crecimiento, determinacidn del pHy DO

Para la obtencién de la curva de crecimiento, se agregd un mililitro del indculo
estandarizadode L. plantarum o P. pentosaceus en 100 mL del medio de cultivo deseado,
bien sea C1, C2 o MRS. A partir de este punto, el procedimiento seguido fue el mismo

descrito para el casodelas crioperlas, enel apartado 11.3.2.1 (Figura ll-2). Se modelizaron

las curvas de crecimiento y se hallaron los parametros caracteristicos del crecimientos
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microbiano (modelo de Baranyi y Roberts) segin se describe en dicho apartado. Asi
mismo, se determind la densidad éptica (600 nm) y el pH para los distintos tiempos de

toma de muestra.

1.3.2.3 Evolucion de la actividad antimicrobiana durante el crecimiento en
medio de cultivo

Se determind la capacidad de las cepas de producir compuestos antimicr obianos
durante el crecimiento en MRS, de modo que se pudiera determinar el punto en que la
actividad antimicrobiana es maxima. Se utilizé Listeria innocua como microorganismo
diana.las pruebas se realizaron por duplicado empleando el caldo de fermentacidn libre

de células microbianas, cuyo método de obtencidn se describe a continuacion.

11.3.2.3.1  Obtencidn de |os extractos libres de células (CFE)

Los extractos libres de células (CFE) se obtuvieron para tiempos de fermentacién
comprendidos entre las 3 y 48 horas. Para ello, se tomaron alicuotas del medio en
fermentacidn, los cuales se centrifugaron (15557g,4°C, 10 min) y filtraron empleando
membranas de polietersulfona de 0,22 um (Pall Corp., Michigan, EEUU) para la separacién

de los microorganismos del medio.

11.3.2.3.2  Actividad antimicrobiana de los CFE

La actividad antimicrobiana se determind adaptando las técnicas descritas por Parente,
Brienza, Moles, & Ricciardi (1995) y Turcotte, Lacroix, Kheadr, Grignon & Fliss, (2004),
siguiendo el procedimiento que se esquematiza en la Figurall-3. Para cada tiempo de
fermentacion, se prepararon diluciones al 50% de los CFE de cada microorganismo en
CaldodeTriptonay Soja (TSB) (Scharlau, Barcelona, Espafia). A continuacion, las diluciones
se inocularon con Listeria innocua (CECT 4032) a una concentracion estandarizada en
6+2x10° ufc/mL. Para obtener dicha concentracion, sediluyd convenientemente un cultivo
de dicho microorganismo de 15 h de crecimiento en TSB a 37°C (~10° ufc/mL). Todas las
diluciones seprepararon enviales, obteniéndose en todos los casos un volumen final de 8

mL (incluyendo el inéculo de L. innocua). Los viales inoculados seincubarona 37°Cdurante
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5 h. El efecto antimicrobiano sedetermind midiendo los cambios de la densidad dptica a
600 nm de los viales alinicioyfinal delaincubacidn, utilizando el procedimiento descrito

en el apartado 11.3.2.1.4.

Toma de muestra
t(h)=3,6,9, ..

Centrifugacién y conc. estandarizada

filtracion (0,22 um)

Y D L. Innocua
. g

50% CFE
10° ufe/mL L. innocua

CFE paracadat
Fermentacién

‘DO[SDOQ[’Q)t:Oyt:5h ‘

Figura II-3. Determinaddnde la actividad antimicrobiana de |l os extractos libres de células (CFE)

Por otra parte, se prepararon dos grupos de viales control:los primeros, contenian los
CFE al 50%en caldo TSB(sin L. innocua) (B1-50),y los segundos correspondian a un control
de L. innocua (B2), por lo cual contenian TSB inoculado con este microorganismo a la
misma concentracidon de los viales de ensayo. De estos viales control, se realizaron
recuentos en agar Brain Heart Infusion (BHIA) (Scharlau, Barcelona, Espafia) tras un
periodo de incubaciénde37°Cdurante 24 h. Asi, se verifico por una parte que no hubiese
crecimiento microbianoen el casode los viales B1-50,y que la concentracidninicial de L

innocua en los viales B2 para t =0 h fuese 10°® ufc/mL.

Para cuantificar la magnitud de la inhibicidn a partir de los valores de absorbancia, se
utilizé el Factor de Inhibicion (Fl) (Cabo, Murado, Gonzéalez, & Pastoriza, 1999), definido

como:

>

m Ec. 11-3

FI=1-—
AO

Donde: Am es la absorbanciadela muestray Ao es la absorbanciadela muestra control

(B2).
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1.4 RESULTADOS Y DISCUSION

I.4.1 Caracterizacion del proceso de producciéon de los cultivos iniciadores

El Lactobacillus plantarum tiene una temperatura éptima de crecimientode 30 —35°C
(Sebranek, 2004). Sin embargo, la empresa ATCC (http://www.atcc.org/) propone utilizar
37°C para el crecimiento de diferentes cepas de L. plantarum (ATCC 1419, ATCC 8014,
ATCC 10012, entre otras) en medio de cultivo. Considerando este comportamiento, se

necesita realizar ensayos parar determinar la temperatura ala cual se obtienen mayores

recuentos.

En la Figura I1-4 se observan las curvas de crecimiento de L. plantarum a 30°Cy 37°C,
modelizadas a partir del modelo de Baranyi & Roberts (1994), cuyos pardmetros se
muestran en la Tabla |1-2. Entoda la curva de crecimiento, los recuentos fueron mas altos
para la temperatura de incubacion de 37°C, alcanzandose una poblacion final (yf)
aproximadamente 1,2 log ufc/mL superior. Asimismo, el tiempo de latencia fue
considerablemente menor (2,1 h a 37°C frente a 5,8 h a 30°C). Por otra parte, es
importante destacar que la diferencia observada enla poblacidninicial (yo), sedebe a que
para la obtencidn del indculo de partida, el microorganismo fueincubado a |a temperatura

de 30°C 0 37°C seglin cada caso, como seindicd en la Figura 11-2.

12 +
10

log ufc/mL
o N B o ®
é

t(h)

= 37°C = 30°C Modelo 37°C

Modelo 30°C

Figura I-4. Curvas de crecimiento de L. plantarum a 30y 37°C
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Tabla 1I-2. Pardametros de credmientode L. plantarum (+ error estdandar) (modelo de Baranyi &
Roberts, 1994) obtenidos a partir de los recuentos a 30y 37°C

o Yo Hmax Yf )
T (log ufc/mL) Ah) (log ufc-gtd?) (logufc/mL) R SE
30 1,18+0,19 5,8+0,8 0,48+0,03 8,69+0,14 0,984 0,366
37 2,17+0,17 2,1+0,7 0,38+0,01 9,9310,12 0,991 0,258

Yo: NUmero inicial de células (unidades logaritmicas).

A: Tiempo de latencia.

Umax: Velocidad de crecimiento.

yr: Maxima densidad poblacional (unidades logaritmicas).

R2: Coeficiente de determinacion del ajuste.

SE: Error estandar del ajuste (desviacion estandar estimada de los valores independientes observados,
asumidos como constantes).

En basea estos resultados, parala produccion dela cepa starter conviene utilizar una
temperatura de 37°C, vya que de esta forma se obtiene un mayor numero de

microorganismos viables (ys).

La densidad dptica (OD) y el pH (Figura Il-5a) siguieron un comportamiento acorde al
observado con el crecimiento microbiano. A mayores recuentos se obtuvo una mayor OD
y una disminucién mas rapida del valor del pH (Figura 11-5b), gracias a una mayor
produccién de acidos. Asi, el descenso de pH comienzé a partir de las 14 h para la
fermentacion a 37°Cy a las 18 h para el casode la fermentacion a 30°C. La velocidad del
descenso del pH depende de la capacidad del medio de contrarrestarla, gracias a los
componentes que pueden funcionar como buffer (acetato, citrato y fosfato). Al cabo de
32 h los valores de pH fueron del mismo orden independientemente de la temperatura de

fermentacion utilizada.
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Figura II-5. Variaciones producidas por L. plantarum en la densidad 6 ptica (OD, 600 nm) (a) yel pH
(b) durante la fermentacién en MRS a 30y 37°C

La produccién dedcidos por partede L. plantarum depende del metabolismo utilizado.
Dado que es un microorganismo anaerobio facultativo, en ciertas condiciones puede
comportarse como homofermentativo (produccion de acido lactico Unicamente) o como
heterofermentativo, produciendoacidoacético, etanol y CO; (De Vos et al.,2009; Zufiiga,

Pardo, & Ferrer, 1993).

En el caso del P. pentosaceus, se observa en las curvas modelizadas dela Figura I1-6,
que tanto a 30°C como a 37°C la fase estacionaria se alcanzd rapidamente (en 8-9 h),
debido a la elevada concentracidn inicial del microorganismo a las dos temperaturas
estudiadas (véase Tabla l1-3). La ysfue similara 30°Cya 37°C, mientras que la velocidad de
crecimiento fue el doble a 30°C. Estas diferencias en |la velocidad de crecimiento estarian
condicionadas por la carga inicial, siendo esta menor para el caso de la fermentacién a

30°C (Tabla I1-3).
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Figura II-6. Curvas de crecimiento de P. pentosaceus a 30y 37°C

Tabla lI-3. Pardmetros de credmientode P. pentosaceus (x error estandar) (modelo de Baranyi &
Roberts, 1994) obtenidos a partir de los recuentos a 30y 37°C

° Yo Mmax Yt
T(°C A (h R2 SE
(*C) (log ufc/mlL) (h) (log ufc-gtdl) (log ufc/mlL)
30 4,71+0,17 - 0,49310,034 9,2410,06 0,961 0,272
37 7,18+0,07 - 0,212+0,018 9,08+0,04 0,951 0,158

Yo: Numero inicial de células (unidades logaritmicas).

A: tiempo de latencia.

u: velocidad de crecimiento.

ys: Maxima densidad poblacional (unidades logaritmicas).
R2: Coeficiente de determinacion del ajuste.

SE: Error estandar del ajuste (desviacion estandar estimada de |los valores inde pendientes observados,
asumidos como constantes).

Los resultados indican un crecimiento mds rapidoa 37°C que a 30°C. En basea lo
encontrado en la bibliografia, la temperatura dptima de crecimiento de P. pentosaceus
seria dependiente de la cepa utilizada. Por ejemplo, sehan reportadovalores de 28 - 32°C
(Raccach, 2014) o 28 — 35°C (Papagianni & Anastasiadou, 2009), mientras que en la
coleccién de cepas de ATCC (http://www.atcc.org/) se indica que P. pentosaceus ATCC
33316 tiene una temperatura 6ptima de 35-37°C, la ATCC 43201 de 30°C y ATCC 25745 de
37°C.

76



Capitulo 1l

La OD aumenta rapidamente a partir de t=0 h (Figura Il-7a) debido a la alta poblacion
inicial, a diferencia del L. plantarum (Figura I1-5), con el que se obtuvo un largo intervalo
de tiempo sin variaciones en la OD debido a la larga fase de latencia. El descenso del pH
(Figura ll1-7b) producido por P. pentosaceus sedebe a la produccién dedcido lactico, Unico
acido producido en el metabolismo de las hexosas (como |la glucosaen el MRS) de las BAL

homofermentativas (De Vos et al., 2009; Zuniga et al., 1993).
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Figura II-7. Variaciones producidas por P. pentosaceus en la densidad dptica (OD, 600 nm) (a) y el
pH (b) durante la fermentacion en MRS a 30y 37°C

Dadas las discrepancias obtenidas entrela carga inicial delas crioperlas de L. plantarum
y P. pentosaceus, sedecidiod utilizarindculos de cargainicial estandarizada que permitieran
comparar los pardmetros de crecimiento de ambos microorganismos partiendo de la
misma carga inicial. Por lo tanto, se prepararon inéculos congelados parala siguiente fase

del estudio, con una concentracién estandarizada en 103 ufc/mL.

11.4.2 Estudio de la fermentacion en medios de cultivo alternativos

En la Figura I1-8 se muestran las curvas de crecimiento de L. plantarum (a) y P.
pentosaceus (b) en los medios MRS, C1y C2, cuyas formulaciones seindicaron enla Tabla

I1-1 (apartado 11.3.2.2.).
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Figura 11-8. Curva de crecimientode L. plantarum (a) y P. pentosaceus (b) obtenidas a 37°Cen MRS,
ClyC2

Para ambos microorganismos, la concentracion inicial yo, estuvo influenciada por e
medio de cultivo utilizado (Tablall-4). Caberecordar queel valor deyo dependedel indculo
empleado, que provenia de un cultivo de 24 h de fermentacidn, segun el procedimiento
descrito en el apartado 11.3.2.2.2. Los valores mas altos de yo se obtuvieron con MRS,
siendo para L plantarum 7,50+0,04 log ufc/mL y para P. pentosaceus 2,8+0,1log ufc/mL.
Por otro lado, para ambos microorganismos, con el medio C2 se obtuvo una yo mas alta

que con C1.

En cuanto a la maxima densidad poblacional (yf), nuevamente con el MRS se
obtuvieron los valores mas altos, siendo 9,2410,02 log ufc/mL para L. plantarum y
8,98+0,05 log ufc/mL para P. pentosaceus. Comparando los medios experimentales C1y
C2, con L. plantarum se obtuvieron valores de yr similares: 8,0010,05 log ufc/mLen C1 y
8,15+0,07 log ufc/mL en C2 (ver Tabla lI-4). En el casode P. pentosaceus, con C2 se
consiguieron recuentos mas altos que con C1, con valores de 7,44+0,07 log ufc/mL para

C2y 6,7410,06 log ufc/mL para C1.

En relacidn a la fase de latencia (A), con el medio C2 se observé una duracidn de
aproximadamente 3 h con L. plantarumy4 h con P. pentosaceus (ver Tabla l1-4), mientras

que con MRSy C1 no se presentd ninguna fase de adaptacion.
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Tabla 11-4. Valoresde los parametros de crecimiento (+ error estdndar) de L. plantarum (modelo de
Baranyi & Roberts, 1994) obtenidos a partirde los recuentos a 37°Cen |os medios de cultivo MRS,

Clyc2
Yo V%
Microorganismo Medio (log A (h) Hmax (log R? SE
(log ufc-gt-d?)
ufc/mL) ufc/mlL)
7,50 0,254 9,24
MRS +0,04 ) +0,010 +0,02 0,9911 0,054
4,39 0,257 8,00
L. plantarum C1 10,07 - 0,011 £0,05 0,9933 0,115
o 6,08 3,31 0,317 8,15 0,9480 0,192
+0,13 +0,87 +0,052 +0,07
6,61+ 0,305 8,98
MRS 0,10 - 0,028 +0,05 0,9663 0,161
2,81 0,342 6,7449
- 4010 - £0,018 10,0576 %89 0160
-pentosaceus 5,89 3,98 0,275 7781 (oes 0099
0-15h +0,07 +0,59 +0,032 +0,0701 ! !
c2 7,77 -0,078 7,153 0.980 0035
15-24h 0,02 ) +0,006 40,035 ’ ’

Yo: Numero inicial de células (unidades logaritmicas).

A:tiempo de latencia.

Umax: Velocidad maxima de crecimiento.

yr: Maxima densidad poblacional (unidades logaritmicas).

R2: Coeficiente de determinacion del ajuste.

SE: Error estandar del ajuste (desviacion estandar estimada de los valores independientes observados,

asumidos como constantes).

Los valores obtenidos de yo, yf y Umax, reflejan que el MRS es el mas iddneo de los tres
medios de cultivo utilizados (MRS, C1y C2) para el crecimiento deambas cepas. Enlos tres
medios de cultivo se utilizé glucosa como fuente principal de energia (Tabla 11-1), pero a
pesar de que C1 poseia la concentracion mas alta de este componente, no se produjeron
valores mas altos de los pardmetros de crecimiento con este medio. Se debe considerar
que las bacterias acido-lacticas (BAL) tienen unos requerimientos nutricionales complejos
(Aredes Fernandez, Saguir, & Manca deNadra, 2003; De Vos et al.,2009; Hayek & lbrahim,
2013) y por este motivo, se considera que todos los componentes del medio juegan un

papel importante en su crecimiento.

En la Tabla II-1 se observa que los tres medios poseian concentraciones variables de

extracto de levadura, extracto decarne, triptona y/o proteasa peptona, lo cual les confiere
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una composicion deaminoacidosy péptidos con caracteristicas distintas. Esto influenciaria
la producciéonde células y metabolitos en cada caso. Entre las BAL, los requerimientos de
aminodacidos de cada especie pueden ser muy variados. Por ejemplo, dentro del género
Lactobacillus, existen amplias diferencias en las necesidades nutricionales en funcién de
la especie, e inclusive dependiendo de la cepa de cada especie. Asi, la fuente de nitrégeno
utilizada afectarialavelocidad de crecimiento (Ummadi & Curic-Bawden, 2010).En el caso
de L. plantarum, esta especie puede producir las enzimas requeridas para la produccion
de todos los aminodcidos, excepto leucina, isoleucina y valina (De Vos et al., 2009;
Lahtinen et al., 2011), de manera que sus requerimientos de aminodcidos son menores
que los deotras especies. Por otra parte, P. pentosaceus es la cepa del género Pediococcus
con el mayor requerimiento de aminodcidos, siendo esenciales para el crecimiento los
siguientes:valina, alanina, metionina, prolina, arginina, acido glutamico, cisteina, tirosina
e histidina. Otros aminoacidos tienen un efecto estimulatorio (Ummadi & Curic-Bawden,

2010).

Se debe tener en cuenta, por otrolado, que concentraciones altas deaquellos péptidos
que no son requeridos para el crecimiento, podrian limitar la asimilacién de los
aminoacidosy péptidos esenciales, afectando negativamenteel crecimiento (Lechiancole,
Ricciardi, & Parente, 2002), de manera que la composicién de las fuentes de nitréogeno
debe ser balanceada para el crecimiento éptimo delas BAL. Segun Hayek y lbrahim (2013),
en diversos estudios se ha demostrado que reemplazar extracto de levadura, extracto de
carney peptona con otras fuentes de nitréogeno o incluso sustituirlos entre ellos, puede
producir un efecto negativo en el crecimiento, considerando que aparte de servir como
fuente de aminodacidos, estos componentes aportan carbohidratos, vitaminasy minerales.
Por lo tanto, comparando C1ly C2, es posible que con el medio C2 se alcanzaran valores
mayores de yo, yf Y Umax debido a la particular composicién de aminodcidos y péptidos
provenientes de la proteasa peptona, que coincidirian en gran medida con los

requerimientos nutricionales de las cepas starter estudiadas.
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Sin embargo, ademas de las fuentes de carbono y nitrégeno en el medio, debe tomarse
en cuenta que los otros componentes también influyen en el crecimiento de los
microorganismos y los metabolitos producidos. Al compararlosvalores deygen curvas de
crecimiento obtenidas con los medios C1 y C2, se observa que para las dos cepas, este
pardmetro fue mayor cuando se utilizd C2, lo cual podria deberse en parte a la presencia
de Tween 80 en este medio. Este componente (presente ademas en el MRS) es una fuente
solubledeacido oleico, requerido para el crecimiento delactobacilos (Sawatari, Hirano, &
Yokota, 2006) y pediococos (Raccach,2014), entre otros motivos debido a que mejora la
asimilacién de nutrientes en las BAL, asi como la produccidn de bacteriocinas (Hayek &
Ibrahim, 2013), aunque este efecto estimulatorio es dependiente de la concentracion

utilizada (Hayek & Ibrahim, 2013; Mgretrg, Hagen, & Axelsson, 1998).

A pesar de que con C2 seobtuvieron recuentos de yo mas altos quecon C1, esto no fue
relevante en el valor de ys alcanzado. Un factor importante en el cultivo de
microorganismos es la capacidad del medio utilizado de permitir que el microorganismo
sembrado pueda Ilegar a una yr altay mantenerla. En la Figura I1-8a, seobserva que para
el caso de L. plantarum, se alcanzaron valores de yr similares con C1 y C2, y que se
mantuvieron durante varias horas durante la fermentacion. En cambio, en el caso de P.
pentosaceus (Figura I1-8b), con el medio C2 se obtuvo una fase de decaimiento a partir de
las 15 h. Esto podria deberse al agotamiento de alguno(s) de los nutrientes (por ejemplo
la fuente de aminodacidos, comentada anteriormente) o a la ausencia de algun
componente. En este sentido, se debe considerar queel medio C2, a diferencia de MRS y
C1, carece de citrato, acetato o fosfato, lo cual podria influir negativamente en el
metabolismo de las cepas.Sobreestos compuestos, Coelhoet al.(2011),sostienen que la
adicién de fosfatoal medio incrementaria la produccion de acido lactico, y que el uso de
K2HPO4 proporciona K* y fosfato, los cuales estimularian el crecimiento microbiano,
ademas de amortiguar el descenso del pH. lino, Uchimura & Komagata (2002) encontraron
que la ruta glicolitica para la produccién de acido lactico por parte de Lactobacillus
plantarum NRIC 10677, podria activarse debido a la presencia de acetato de sodio

(presente en el MRS), el cual sirve ademas de buffer. Sawatari, Hirano, y Yokota (2006)
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encontraron resultados similares para el caso de L. plantarum NRIC 0380. Segun estos
autores, los buffers citrato triaménico, acetato desodioylos fosfatos producirian ademds
un efecto estimulatorioal inicio de la fermentacidn. Sin embargo, Mgretrg et al.(1998)y
Wegkamp, Teusink, De Vos, & Smid (2010), utilizando medios experimentales para el
crecimiento de Lactobacillus plantarum, observaron que el citrato de amonio no tenia
efecto en el crecimiento de este microorganismo. Este compuesto, al igual queel acetato
de sodio, se utiliza como inhibidor de otras bacterias y mohos (Lee, Cesario, Owens,
Shanbrom, & Thrupp, 2002; Stiles, Penkar, Plockova, Chumchalova, & Bullerman, 2002)
Ademas, segin Ummadi & Curic-Bawden (2010), el acetato disminuyela fasede latencia
y estimula el crecimiento de Pediococcus sp., de manera que |la presencia de tampones en
el medio MRS y C1 podrian contribuir a evitar la aparicién deuna fasede latencia comola
observada con C2. Por otra parte, la adicion deacido ascérbico al medio C1 se debe a que
este compuesto es esencial parael crecimiento dealgunas cepas de BAL (Hayek & Ibrahim,

2013).

En comparacién con el MRS, los medios C1y C2 poseian cantidades significativamente
menores de magnesio y manganeso, lo cual podria tener una influencia enlos resultados
obtenidos (aunque generalmente se requieren concentraciones muy reducidas de estos
compuestos). El magnesio, suplementado enlos tres medios como MgS04 posee un efecto
estimulatorio del crecimiento de las BAL, afectando tanto la velocidad de crecimiento
como la produccién de biomasa (Leroy & De Vuyst, 2001; Loubiere, Cocaign-Bousquet,
Matos, Goma, & Lindley, 1997). El manganeso, por su parte, juega también un papel
estimulatorioen el crecimiento de las LAB (Leroy & De Vuyst, 2001), y es esencial para e
formacion de biomasa de L. plantarum cuando se cultiva en presencia de oxigeno
(Wegkamp et al., 2010). Este microorganismo es capazde tolerar el oxigeno, aun cuando
carece de superoxido dismutasa y catalasa, ya que el superdxido se remueve a través de
una reaccion catalizada por el manganeso (Archibald & Fridovich, 1981; Sawatari etal,,

2006).
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En el caso de P. pentosaceus el Mn también interviene como sustituto de la enzima
peréxido dismutasa,como secuestrantedel O2 . El manganesoimpulsaademas la actividad
de muchas reacciones enzimaticasy puede sustituir al magnesio en diferentes reacciones.
El género Pediococcus requiere ademas trazas de otros iones inorgdnicos para crecer,
como potasio, fosfato, calcio, hierro, zinc y magnesio. Este ultimo, es utilizado para la
division celular. Estimula el crecimientoy se encuentra involucrado en diferentes procesos
metabdlicos (Raccach,2014).Encuantoal hierro,afiadido al medio C1 como FeSO4, no es
necesario para el crecimiento de L. plantarum (Archibald & Fridovich, 1981), pero es
utilizado por Pediococcus sp. en forma de grupo hemo para la actividad catalasa (Raccach,

2014).

En cuanto a la evolucién del pH durante la fermentacion (Figura 11-9), con ambos
microorganismos seobserva un descenso mas pronunciado con MRS en comparacién con
Cly C2. Al iniciodelafermentacion, el pH se mantiene alrededor de un valor constante,
posiblemente debido a que la baja concentracién de acidos producida hasta el momento
podria estar siendo amortiguada con los buffer del medio, especialmente en el casodeC1
y MRS. En el casode L. plantarum, la ausencia de tampones en C2 (fosfatos, acetato o
citrato),se evidencia en una caida del pH mas temprana en dicho medio (a partirde las 4
h) que en el caso de C1 y MRS (Figura I1-9a). Segun Coelho et al. (2011), mantener el pH
del medio cerca del valor 6ptimo del crecimiento del microorganismo, ayudaria a alargar
la duracién dela fermentacidn. Al final del proceso, se alcanzaron valores de pH menores

con MRS (3,8410,04) que con C1y C2 (4,29+0,04 y 4,36+0,01, respectivamente).

83



Capitulo |l

6,5 (a) 6,5 (b)

\ z ——
4,5 \\'\-\.':. 4,5 \\ -

pH

4 — 4
35 —— 3,5 ——
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
t(h) t(h)
C2 —— MRS —=—C1 Cl —=— (2 —e— MRS

Figura 11-9. Variacion del pH para L. plantarum (a) y P. pentosaceus (b) en |l os tres medios de cultivo
utilizados

En el caso del P. pentosaceus (Figura 11-9b), el descenso en el pH es mas gradual, debido
posiblemente a que la produccionde dcido en este caso es menor en comparaciéncon L.
plantarum. El pH alcanzado con MRS comienza a diferenciarse notablemente al de los
otros medios a partir de las 4 h de fermentacion, alcanzandose un pH final constante a
partirdelas 15h de 4,0010,02, a diferencia de lo obtenido con C1y C2, con los cuales se
alcanzaronvalores finales de pH mas altos, siendo de 5,20+0,01 para Cly 4,78+0,02 para

c2.

El comportamiento del pH se relaciona con los recuentos obtenidos (Figura I1-8), de
manera que la produccidn de acido se encuentra ligada a |a generacidn de células. Del
mismo modo, la producciéon de biomasa, medida como densidad éptica (OD) en la Figura
11-10, se relaciona estrechamente con la evolucidn del pH. El aumento en la OD en todos
los casos, es mds gradual en el caso de L. plantarum en comparacion con P. pentosaceus,
lo cual coincide con la evolucion del pH. Debe aclararse que la produccion de acidos se
encuentra ligada a la generacién de biomasa, aunque no asi a la concentracién de
microorganismos viables (ufc/mL), ya que el descenso del pH contintia después de haberse
alcanzado el estado estacionario (Figura 11-8), después de las 8 hy 9 h en MRS para L
plantarum y P. pentosaceus, respectivamente. Para ambos microorganismosla OD final es
considerablemente mayor con MRS debido a que, como se comentd anteriormente, con

este medio se obtuvieron los recuentos mas altos (Figura 11-8).
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Figura 11-10. Variacién de la densidad dptica (OD, 600 nm) para L. plantarum (a) P. pentosaceus (b)
en los tres medios de cultivo utilizados

Dados los resultados de las curvas de crecimiento y el comportamiento del pH,
conviene utilizar MRS como medio de fermentacién parala produccién de L. plantarum o
P. pentosaceus, para obtener mayores recuentos, lo que implica mayor rendimiento de la
fermentacion de cara a la produccién de cultivos starter. Por otra parte, con este medio
seconsigueuna mayor producciondeacidos, lo cual es interesante desde el punto de vista

de la capacidad antimicrobiana del caldo de fermentacion.

En la siguiente fase del plan de trabajo se procedié a cuantificar la actividad
antimicrobiana de los extractos libres de células (CFE) obtenidos durante el crecimiento
en MRS, para determinar a partir de qué momento de la fermentacidén se obtiene la

maxima actividad antimicrobiana.

11.4.3 Actividad antimicrobiana de los CFE obtenidos durante el crecimiento de
L. plantarum o P. pentosaceus en MRS

Con la finalidad de determinar la actividad antimicrobiana de los caldos de
fermentacion durante el crecimiento de las cepas de estudio, se obtuvieron extractos
libres decélulasdedichos caldos adiferentes tiempos.La biomasay el medio sesepararon
mediante una filtracidn esterilizante, obteniéndose asi el extracto libre de células (CFE)

(apartado1.3.2.2). Este proceso permitid estabilizar el caldo de fermentacion eliminando
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los microorganismos, evitando de este modo que pudieran continuar con el proceso de

fermentacion.

La evaluaciénde la actividad antimicrobiana serealizé empleando CFE, y utilizando L.
innocua como microorganismo diana. El procedimiento seguido se describié en el
apartadoll.3.2.3.2. De este modo se determiné el factor de inhibicién (FI) delos extractos

libres de células (CFE) utilizando una concentracion de 50%.

En la Figura ll-11 seobserva quecon ambas cepas se produceuna inhibicion parcial en
el crecimiento del microorganismo diana paralas muestras obtenidas después de 3 h de
fermentacion, posiblemente debido a que a este tiempo |a concentracidn de sustancias
antimicrobianasfueescasaencomparacién conloobtenido para tiempos posteriores, con
los cuales se alcanzé una inhibicion total (FI = 1) de L. innocua. Esto estaria relacionado
con la produccién de acidos, que comenzd a ser notable (descenso continuo del pH),
después de las 6 h con L. plantarum y las 4 h con P. pentosaceus. Por otra parte, al igual
qgue ocurre con los acidos, la produccion y acumulacidn de bacteriocinas y otros
compuestos antimicrobianos depende de |a etapa de crecimiento (Todorov et al., 2011).
De cualquier modo, se demostrd la existencia de actividad antimicrobiana en los CFE de
ambos microorganismos, aunque faltarian mds estudios para identificar los compuestos
antimicrobianos producidos, su concentracidén y las dosis minimas efectivas sobre L
innocua u otros microorganismos. En todo caso, la actividad antimicrobiana observada
podria atribuirseen parte al efecto téxicodel acidolacticoysucapacidad dedisminuir e

pH del medio.
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Figura II-11. Factorde Inhibicidn (FI) sobre L. innocua de | os extractos libres de células (al 50%) de
L. plantarum (a) y P. pentosaceus (b) obtenidos a diferentestiempos durante la fermentacién en
MRS

Los medios alternativos C1 y C2 no fueron testados en cuanto a su capacidad
antimicrobiana debido a que ambos presentaron recuentos significativamente inferiores
a los obtenidos con MRS (Figura 11-8), siendo esto un factor limitanteen su utilizacion para

la produccidn de cultivos iniciadores, por lo cual fueron descartados.

II.5 CONCLUSIONES

Los cultivos iniciadores analizados en este estudio mostraron una mayor actividad
cuando fueron incubados a 37°C en comparacion con 30°C, dado que se alcanzaron
recuentos mas altos a dicha temperatura,ademas de una mayor produccién deacidos (en

baseal descenso del pH observado en el medio de cultivo). Por ello serecomienda utilizar
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dicha temperatura en la produccion de los starter, tanto desde el punto de vista de la
produccién de biomasa como por la produccién de dcidos, cuya presencia en el medio de

cultivo agotado podria ser interesante dado su poder antimicrobiano.

Al comparar los tres medios de cultivo estudiados, C1, C2 y MRS, se observé que con
este ultimo se obtuvieron recuentos mas altos y una velocidad de crecimiento mayor, por
lo cual es el mds iddneo para la produccidénde los cultivos iniciadores. Ademds, con MRS
se consigue un descenso mayor en el pH, lo cual es interesante para la produccién de

bioconservantes debido al poder antimicrobiano de los acidos.

La acumulacion de sustancias antimicrobianas como los acidos organicos, hacen
posible que se obtenga un efecto antimicrobiano relevante sobre L. innocua de los
extractos libres de células (50%"/v) de6 h de fermentacién de las dos cepas. Estoindica la
posibilidad de explotacién de los caldos de fermentacidn (obtenidos como subproducto
en la produccién de cultivos iniciadores) de L plantarum y P. pentosaceus para la
elaboracidn de bioconservantes. Sin embargo, en futuros estudios, deberd determinarse
las concentraciones minimas efectivas con diferentes microorganismos diana y la
identidad de los compuestos antimicrobianos presentes, de modo que pueda explicarsela

actividad antimicrobiana observada.
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ll. DETERMINACION DE LOS PRINCIPALES COMPUESTOS ANTIMICRO-
BIANOS PRODUCIDOS POR L. PLANTARUM Y P. PENTOSACEUS Y
CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

.1 INTRODUCCION

Las exigencias de los consumidores y los cambios de tendencias en alimentacién
impulsanalaindustriaalimentariaa crear nuevos productos con caracteristicas mejoradas
en cuanto aingredientes y propiedades nutricionales. Desde hace varios afios, existe una
tendencia creciente hacia el consumo de alimentos sin aditivos o conservantes quimicos,
lo cual puede ocasionar una reduccién de su vida util y fecha de caducidad. En este
contexto, la bioconservacidn representa una alternativa a la utilizaciéon de conservantes
quimicos, ya que se basa en la aplicacién de los metabolitos antimicrobianos producidos
por microorganismos, que se encuentran naturalmente presentes en productos
fermentados, tales como chorizos crudo curados, yogures, vegetales encurtidos, entre
otros. En estos alimentos, los metabolitos antimicrobianos son consumidos junto con los
microorganismos utilizados en el proceso de fermentacion, cominmente bacterias acido-
lacticas (BAL). Aparte de sufuncidntecnoldgica, estos microorganismos pueden ser Utiles
como bioconservantes, ya que son capaces de producir una variedad de sustancias
antimicrobianas, entre las cuales seencuentran acidos orgdnicos, peréxido de hidrégeno
y bacteriocinas, entre otros compuestos (Hartmann, Wilke, & Erdmann, 2011). En general,
las BAL son reconocidas como seguras para su usoen alimentos, por lo cual ala mayoria
de ellas seles ha concedido el status de GRAS (Generally Recognised as Safe) por la Food
and Drug Administration (FDA) de EEUU o de QPS (Qualified Presumption of Safety) por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) (Talon & Leroy, 2011).

De los metabolitos antimicrobianos producidos por las BAL, las bacteriocinas son
probablemente las que han captado mayor atencién, considerando que son numerosos
los estudios cientificos en los que se propone la utilizacién de microorganismos

productores de bacteriocinas producidas por BALcomo bioconservantes (Galvez, Abriouel,
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Lopez, & Ben Omar, 2007; Reis, Paula, Casarotti, & Penna, 2012; Stiles, 1996; Sung et al,,
2013). Para la obtencion de bacteriocinas y su aplicaciéon en estado puro, los caldos de
fermentacion que las contienen suelen someterse a un proceso de purificacién, que desde
un punto de vista industrial puede resultar poco practico debido a que requiere aplicar
procedimientos relativamente complejos con equipos de separacidn especificos, lo cual
puede resultar en un proceso econédmicamente costoso (Parente & Ricciardi, 1999).
Ademas, generalmente se esperan mayores pérdidas de la capacidad antimicrobiana de
las bacteriocinas mientras mayor es el nivel de purificacidon (Carolissen-Mackay, Arendse,
& Hastings,1997). Por estos motivos es interesante explorarla posibilidad de utilizar los
caldos de fermentacidén con las sustancias bioactivas sin tratamientos de separacién o
purificacion, lo cual, ademas de simplificar el proceso de produccién, contemplaria las
ventajas del efecto combinado de los diferentes metabolitos antimicrobianos, pudiendo
producirse entre ellos un efecto sinérgico (Hartmann et al., 2011). En ese sentido, la
presencia de acidos organicos mejoraria la solubilidad y efectividad de las bacteriocinas,

ademas de que dichos compuestos son también antimicrobianos (Galvez et al., 2007).

Para aprovechar el conjunto de los compuestos antimicrobianos del caldo de
fermentacion de las BAL, éste debe someterse a un tratamiento de estabilizacidn, que
permita detener el proceso fermentativo, pero que a la vez mantenga inalteradas las
propiedades antimicrobianas de las sustancias bioactivas. Conviene ademas, que los
métodos de estabilizacion presenten ventajas desde un punto de vista técnico vy

econdmico (rapidez, simplicidad, bajo coste, etc.).

En este capitulo se abordaran posibles métodos de estabilizacion de los caldos de
fermentacion en MRS de los cultivos starter L. plantarum y P. pentosaceus de |la empresa
colaboradora de este proyecto, con la finalidad de obtener un producto antimicrobiano
que pueda ser aplicado en productos carnicos. Seestudiard, ademds, el consumo de azucar
del medio y la produccion de acidos durante el proceso de fermentacién. Asimismo, se
cuantificard la actividad antimicrobiana de los caldos de fermentacion en base a su

concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima letal (CML) sobre L
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innocua, L. monocytogenes y E. coli O157:H7. Para poder explicar la actividad
antimicrobiana de los caldos de fermentacion, se determinara la presencia y/o

concentracién de bacteriocinas y acidos orgdnicos.

.2 OBIJETIVOS

=  Objetivo general:

El objetivo general del presente capiitulo es obtener un producto antimicrobiano en

polvo a partir de los caldos de fermentacidn de L. plantarum y P. pentosaceus.

=  Objetivos especificos:

Para lograr el objetivo general anteriormente mencionado, se plantearon los

siguientes objetivos especificos:

- Analizar y seleccionar las tecnologias mas eficaces de recuperacion y
estabilizacidn, de los caldos de fermentacion..

- ldentificarycuantificarlos principales compuestos antimicrobianos presentes en
los caldos de fermentacion (acidos organicos, entro otros).

- Cuantificarla actividad antimicrobianadelos caldos defermentacidny productos
en polvo en base a la concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentracién
minima letal (CML) empleando diferentes cepas diana: Listeria innocua, Listeria
monocytogenes y Escherichia coli 0157:H7.

- Validar el efecto antimicrobiano delos productos en polvo sobre Listeria innocua

en carne picada de cerdo.
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.3 MATERIALES Y METODOS

Para el cumplimiento de los objetivos, se establecio el plande trabajo que se muestra

en la Figura Il1-1 y que se comenta someramente a continuacion.

Fase 1: Recuperacion y estabilizacion de los compuestos antimicrobianos

Para la realizacién de esta etapa, se tomaron muestras en distintas fases de la
fermentacion (exponencial y estacionaria) en medio de cultivo de los microorganismos
starter objeto del estudio. Estas muestras se utilizaron para evaluar diferentes técnicas de
recuperacion y estabilizacion de los metabolitos microbianos producidos durante el
proceso de fermentacion: pasteurizacidn, purificacion parcial vy filtracidn. Se realizé una
valoracién de la actividad antimicrobiana de las muestras sometidas a los distintos
tratamientos, utilizando como microorganismo diana L. innocua. Ademas, se analizd la
actividad antimicrobiana para diferentes concentraciones de los caldos tratados. Se
selecciond el tratamiento mas apropiado para la estabilizacién de los caldos, el cual sera

utilizado en las siguientes fases del trabajo.

Fase 2:ldentificacién y cuantificacién de los compuestos antimicrobianos

Se analizdy cuantificd la concentracion de acidos organicos, bacteriocinasy perdxido

de hidrégeno. Por otro lado, sedetermind el consumo de glucosa durantela fermentacion.

Fase 3: Determinacién de la concentracidén minima inhibitoria (CMI) v la concentracion

minima letal (CML)

El efecto antimicrobiano secuantificd en basea determinaciéndela CMI y CML. Como
cepas diana se utilizaron los siguientes microorganismos: Listeria innocua, Listeria

monocytogenes y Escherichia coli 0157:H7.
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Figura llI-1. Plan de trabajo del Capitulo Il
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Fase 4: Obtencidn del producto en polvo

En esta ultima fase, se obtuvo el producto en polvo mediante dos técnicas de secado:
atomizacion y liofilizacién. Se evalué la actividad antimicrobiana in vitro utilizando como
microrganismo diana L. innocua e in vivo sobre muestras de carne picada de cerdo

inoculada con este microorganismo (challenge tests).

l.3.1 Recuperacion y estabilizacion de los compuestos antimicrobianos y
evaluacidn de su eficacia

111.3.1.1 Obtencion de muestras

Las curvas de crecimiento de las cepas starter en MRS obtenidas en el apartadoll.4.2
(Figura 11-8), se utilizaron para definir los tiempos de extraccion de muestras para evaluar
la produccién de sustancias antimicrobianas en las diferentes etapas de crecimiento.
Dichos tiempos se indican en |la Figura lll-2. En el caso de L. plantarum, las muestras se
extrajeron a las 3, 14 y 24 horas mientras que para P. pentosaceus los tiempos de
extraccién fueron 4, 14 y 24 horas.Como se observa en dicha figura, el tiempo mas corto

pertenece alafaseexponencial ylosotros dos tiempos pertenecen a lafase estacionaria.

10 , ,
1 ’s o 1
9 e ——
1 1
2 8 : :
é 1 1
O 7 1 1
‘5 | I |
1
2 . : . !
— | 1 1
1 1
5 : t=4h (P. pentosaceus) : :
: t3 3 h (L plantarum) 1t=14h t=24h
4 + } e L e e 4
0 3 6 9 12 15 18 21 24
t(h)
® [ plantarum = [, plantaum modelo
® P. pentosaceus = P, pentosaceus modelo

Figura llI-2. Curvas de crecdmiento en MRS (Capitulo 1) ytiempos de extraccion de muestra de L.
plantarum y P. pentosaceus

102



Capitulo lll

El procedimiento de obtencién de los caldos de fermentacidn, fue el explicado en el

apartadoll.3.2.2.2. Brevemente, el proceso consisteen prepararun primer cultivo (24 h

37°C) de L. plantarum o P. pentosaceus en 100 mL de MRS. Este cultivo se utiliza para

inocular 800 mL de caldo MRS, del cual se extrajeron muestras a los tiempos de

fermentacion indicados en la Figura Il1-2.

11.3.1.2 Efecto de la técnica de recuperacion-estabilizacion sobre la capacidad

antimicrobiana de los caldos de fermentacion

Se compararon tres técnicas de recuperacion y estabilizacion de los metabolitos

producidos por L. plantarum y P. pentosaceus: Pasteurizacidn (P), Purificaciéon parcial (PP)

y Filtracién (F):

Pasteurizacion (P): Una vez alcanzado un tiempo de fermentacién determinado, se
extrajouna muestra de 10 mL de caldo, que se sometid a un tratamiento térmico en
un bafio a 80°C durante 10 minutos. Posteriormente, se enfrid en hielo durante 15
minutos.

Purificacion parcial (PP): El sustrato parcialmente purificado se obtuvo adaptando los
procedimiento descritos por Cabo et al. (1999) y Guerra y Pastrana (2001): los
extractos de la fermentacidén se ajustaron a pH a 3,5 mediante la adicion de acido
clorhidrico 5 Ny se dejaron reposar 10 minutos. El tratamiento con acido se utiliza
para separar las posibles bacteriocinas de las superficies de las células. A
continuacidn,seaplicé untratamiento térmico a 80°C por 10 minutos en un bafio. Al
igual que en el tratamiento P, mediante este procedimiento se pretende matar los
microorganismos presentes ademds de inactivar las proteasas, las cuales
inhabilitarian las bacteriocinas en caso de que estuvieran presentes (da Silva Sabo,
Converti, Todorov, Dominguez, & de Souza Oliveira, 2015; Todorov & Dicks, 2005).
Seguidamente, los extractos se centrifugaron a 15557g durante 10 minutos a 4°C en
una centrifuga eppendorf 5804 R (Hamburgo, Alemania)y sesepard el sobrenadante,

el cual se neutralizé con NaOH 10 N hasta pH 6,5.
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=  Filtracién (F): A través de este procedimiento se consigue la separacion de los
metabolitos de la biomasa, obteniéndose asi el extracto libre de células (“cell-free
extract”, CFE). Para su obtencidn, se tomaron muestras de caldo de fermentacidn a
diferentes tiempos y se centrifugaron a 15557g durante 10 minutos a 4°C. Los
sobrenadantes se filtraron a vacio, utilizando membranas esterilizantes de
polietersulfona de 0,22 um (Pall Corp., Michigan, EEUU), las cuales se caracterizan por
una baja retencién proteica, de manera que permitirian el paso de sustancias

peptidicas como las bacteriocinas (Ananou, Mufioz, et al., 2010).

Los extractos obtenidos mediante las tres técnicas descritas se almacenaron en

congelacidn a -20°C hasta su uso.

111.3.1.2.1  Estudio preliminar de |la actividad antimicrobiana

La evaluaciéndela actividad antimicrobianaserealizé utilizando la técnica de difusién
en agar. Se utilizd el procedimiento descrito por Sharma, Garg, & Singh (2010) con
modificaciones (Figura IlI-3). La actividad antagonista se evalud utilizando un cultivo de
Listeria innocua CECT 4032 obtenidotras de 18 —20 h de fermentacién a 37°C (108 ucf/mL)
en Caldode Triptona y Soja (TSB) (Scharlau, Barcelona, Espafia). Apartir deeste cultivo, se
realizaron las diluciones necesarias en TSB hasta obtener una carga de 10° ufc/placa. En
placas Petri,seagregd 1 mL de la diluciéonde L. innocuay 15 mL de Agar de Triptona y Soja
(TSA) (Scharlau, Barcelona, Espafia) fundido a 45°C. Las placas sembradas, una vez que el
agar habia solidificado, se dejaron secar entreabiertas y posteriormente se almacenaron
durante 30 minutos a 4°C. A continuacion, serealizaron 5 pocillos de 9 mm de diametro
en el agar.En cuatrode los pocillosseinocularon 100 pL de los caldos defermentacién a
estudiar, mientras que en el quinto pocilloseagregd 100 uL de agua estéril como control.
Al cabo de 18 — 24 h se examinaron las placas para detectar |a presencia de zonas claras
de inhibicién de crecimiento microbiano entorno a los pocillos. En los casos afirmativos,
semidieronlos diametros delos halosformados,ya partir deestos, se calcularon las areas
de inhibicién (mm?2) considerando la ecuacidn del drea de un circulo. Las experiencias se

realizaron por triplicado.
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TSA
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9mm\
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Incubacion 18 -24 h

Medir halos de inhibicion

Figura llI-3. Determinaciénde la actividad antimicrobiana por el método de difusion en agar

11.3.1.3 Efectodela técnica de recuperacion-estabilizacion y la concentracion del
caldo de fermentacion sobre la actividad antimicrobiana

Se determind la actividad antimicrobiana dediferentes concentraciones de los caldos
de fermentacion tratados segin los tres métodos de recuperacidn-estabilizacion
explicados en el apartado anterior: pasteurizacion (P), purificacion parcial (PP) o filtracidn
(F). Paraello, se utilizd la técnica de dilucién en caldo (Nielsen, Dickson, & Crouse, 1990;
Zeng et al.,2011), que seresume en la Figura Il1-4.Se prepard una serie tubos de ensayo
con los caldos estabilizados (P, PP o F) a concentraciones de 50, 60 y 70% en TSB.
Posteriormente, seadiciond una alicuota deuna dilucién estandarizada de Listeria innocua
(CECT 4032), obtenida de un cultivo de 18 — 20 h de fermentacion. Este cultivo se diluyd
convenientemente de modo que al inocular los tubos de ensayo se alcanzara una
concentracion final en cada uno de 10° ufc/mL. Como control de esterilidad, para cada
concentraciéon de caldo estabilizado, se prepard un blanco, que contenia la cantidad
correspondiente de dicho caldo mas TSB (sin microorganismo diana). Por otro lado, se
preparo otro tubo control sinantimicrobiano, pero que contenia L. innocua en TSB a una
concentracion de 10° ufc/mL. Los tubos se incubaron durante 18 - 20 horas a una
temperatura de 37°C, periodo tras el cual se enumeraron los niveles residuales del

microorganismo mediante recuento en placa en agar “Brain Heart Infusion” (BHIA)
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(Scharlau, Barcelona, Espafia) con incubacion a 37°C por 24 h. Las determinaciones se

realizaron por triplicado.

L. innocua

—

0’ ufe/mL 10° ufc/mL 10° ufe/mL
. innocua L. innocua L. innocua
90% 70% 50%
Caldo AA Caldo AA Caldo AA
\ J
|

Incubacién 16 -18 h

B i - Siembra
=)

lls -20 hincubacién

Recuento en placa

Figura lll-4. Determinacion preliminar de la actividad antimicrobiana de los caldos de fermentacion
por el método de dilucién en caldo

1.3.2 Identificacion y cuantificacion de compuestos con actividad
antimicrobiana

111.3.2.1 Obtencion de los extractos libres de células (CFE) de los cultivos de L.
plantarumy P. pentosaceus en MRS

Se determinaron los compuestos antimicrobianos en los extractos libres de células
(CFEs). Paraello, seextrajo un volumen de muestra del caldo defermentacion yse separd
la biomasa por centrifugacion (15557g, 10 min, 4°C) y una posterior filtracion con

membranas de 0,22 um, tal como se describe en el apartado 111.3.1.2.

Los CFEs de L. plantarum se obtuvieron durante el proceso de fermentacién alasO, 3,

8,16, 24,36y 48 h, mientras que para P. pentosaceus |los tiempos utilizados fueron las 0,

4,8,16,24,36 y48 h.
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111.3.2.2 Curvas de crecimiento

Se realizd la curva de crecimiento utilizando los mismos tiempos comentados
anteriormente para la obtencién de los CFE. Para ello, se tomaron muestras a dichos
tiempos para realizar recuento en placa en agar De Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (Scharlau,

Barcelona, Espafia), incubando a 30°C, por 48 h (ISO 15214:1998).

Los recuentos obtenidos se utilizaron para obtener curvas modelizadas, segun se

explica en el apartado 11.3.2.1.2.

111.3.2.3 Produccion de dcidos y consumo de glucosa durante la fermentacion

La concentracién de glucosa se determiné por Cromatografia de Intercambio
I6nico con deteccidn por pulsos amperométricos (“High Performance Anion Exchange
Chromatography with Pulsed Amperometric Detection”, HPAEC-PAD). Este mismo sistema
se utilizd para determinar la produccion de 4cidos, pero utilizando deteccién

de conductividad con supresidon quimica.

Con lafinalidad derealizar una comparativa entre métodos cromatograficos, también
se analizé la producciéon de acidos por medio de Cromatografia deliquidos de
Alta Resolucién con detector de red de diodos (“High-Performance Liquid

Chromatography With Diode Array Detection”, HPLC-DAD).

Parala cuantificacion de glucosa, serealizaron diluciones 1:500 de los CFEs, mientras
qgue para el andlisis de los acidos organicos, las diluciones fueron 1:25. Las curvas de
calibradoserealizaron utilizando patrones deglucosa, cuyo rangolineal fuedel1a 50 ppm,

y de acidos lactico y acético, con rangos de 50 a 1000 ppm.

111.3.2.3.1 Reactivos y materiales

Los reactivos empleados para las fases méviles fueron: NaOH (Panreac, Barcelona,
Espafia), Na,COs (SIGMA, Madrid, Espafia), NaHCOs3 (SIGMA, Madrid, Espafa), H3PO4

(Panreac, Barcelona, Espafia), acetonitrilo (Scharlau, Barcelona, Espafa), CH3COONHa
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(Scharlau, Barcelona, Espafia). Tanto para |a preparacién dediluciones y las fases moviles,
se empled agua ultrapura milli-Q (0,05 pS) obtenida de un equipo de filtracién Aquinity

Ultra Pure Water System (Scientech Corporation, Taipei, Taiwan).

Los patrones cromatograficos utilizados fueron: D-(+)-Glucosa (SIGMA, Madrid,
Espafia), acido lactico (Dr Ehrenstorfer, Augsburgo, Alemania) y acido acético (Dr.

Ehrenstorfer, Augsburgo, Alemania).

111.3.2.3.2 Sistema cromatografico

a. Determinacion de glucosa

Se utilizé una columna Metrosep Carb 1 (250 x 4,6 mm) equipada con una pre-
columna. La fase movil utilizada fue NaOH 100 mM. Las condiciones cromatograficas
fueron: método isocratico, volumen de inyeccién de 20 pL, flujo de 1,0 mL/min, presion
(P) de 9 MPa y temperatura de 32°C. Las condiciones del detector fueron: E1+0,05V,
E2+0.75V, E3-0.15V; t1=0,405,t2=0,205s,t3=0,405s.

Se utilizé un equipo de HPAEC de la marca Metrohm lon Analysis (Herisau, Switzerland)
equipado con auto-muestreador, médulo con detector amperométrico con célula de oro
para el estudio deglucosa. Los datos seanalizaron mediante el software IC Net — Metrohm,

version 2.3.

b. Determinacion de los dcidos orgdnicos

HPAEC: Se utilizé una columna Shodex IC SI-50 4E (250 x 4,0 mm) equipada con una
pre-columna. La fase mévil utilizada fueNa2C03 3,2 mM (fase A) y NaHCO3 1,0 mM (fase
B). Las condiciones cromatograficas fueron: método isocratico, volumen de inyeccion de
20 uL, flujo de 0,7 mL/min, P =10 MPa, T = 25°C y conductividad 16 uS/cm. Se utilizé €
mismo equipo de HPAEC que en el andlisis de glucosa, con detector amperométrico,

moddulo de analisis de aniones con supresor quimico y detector de conductividad.
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En el analisis de dcidos organicos por Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn se
empled un equipo HPLC Waters (Milford, CT, USA) provisto de un detector de red de
diodos modelo 2996, médulo de separaciones Alliance 2695 equipado con una bomba
cuaternaria, auto-inyector y un desgasificador a vacio. Para el andlisis de datos se utilizd
el software Empower 2. Se empled una columna C18 de fase reversa, Luna RP-C18
(250x4,6 mm, 5 um) (PHENOMENEX, USA) equipada con una pre-columna. Se utilizé una
fase movil acuosa de 0,5% H3POs y flujo isocrético de 0,5 mL/min, con volumen de

inyeccion de 10 pL, temperatura de 30°C y sistema de deteccion UV con A =210 nm.

111.3.2.4 Determinacion del pH

El pH de los CFEs se determind utilizando un pHmetro modelo Consort c-830

(Turnhout, Bélgica), realizando medidas por triplicado de los caldos de fermentacién.

111.3.2.5 Determinacion de la presencia de bacteriocinas

Se estudid la actividad antimicrobiana de posibles bacteriocinas producidas por los
cultivos starter,adaptando los procedimientos descritos por Parenteet al.(1995), Cabo et

al. (1999) y Turcotte et al. (2004). El método se detallada en el apartado 11.3.2.3.2.

La actividad antimicrobiana fue medida en muestras de cultivos de 24 h en MRS de L.
plantarum o P. pentosaceus, obtenidos aplicando el procedimiento descrito en el apartado
111.3.1.1. Una vez transcurridas las 24 h, se tomaron muestras de 20 mL que se colocaron
en un bafio de agua a 80°C, durante 30 min para detener el crecimiento microbianoy la
actividad enzimatica de las proteasas. Inmediatamente se enfriaron con hielo durante 5
min, se centrifugaron (15557g,10min, 4°C) y seles afiadio NaOH 10 N hasta ajustar el pH
a 6,5. Como cepa diana, se utilizé un cultivo de Listeria innocua (CECT 4032) con 15 h de

fermentacion a 37°C en TSB.
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111.3.2.6 Determinacion de perdxido de hidrégeno

Para determinar el contenido de perdéxido de hidrégeno de los CFEs, se siguid el
procedimiento descrito por Villegas y Gilliland (2006), con modificaciones. En primer lugar,
sediluyd 1 mL de CFE de L. plantarum o P. pentosaceus de 24 h de fermentacion en 2 mL
de tampédn fosfato 0,2 M pH 6,5 (Scharlau, Barcelona, Espafia). Acontinuacidn, seadiciond
45 uL de una soluciéon de o-dianisidina 1% (SIGMA, Madrid, Espafia) y 0,45 mL de
peroxidasa 0,1% (SIGMA, Madrid, Espafa).Simultdneamente, se prepard un blanco,en el
que se sustituyo el CFE por caldo MRS, y un estdndar de 0,007% p/v de H20; (Scharlau,
Barcelona, Espafia). Las muestras se incubaron durante 10 minutos a 37°C. La reaccion se
detuvo mediante la adiciénde 80 uL de HCI 4 N a cada muestra. Finalmente, serealizdla
lectura de absorbancia a 400 nmy se determind el contenido de perdxido de hidrégeno

comparando con una recta de calibracion.

1.3.3 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y
Concentracion Minima Letal (CML) de los extractos libres de células
(CFEs)

Se cuantificé el efecto antimicrobiano delos extractos libres de células (CFEs) en base
a la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima Letal (CML),
utilizando el método de dilucionencaldo (Nielsen etal.,1990; Zeng et al.,2011) de forma
similaraladescrita en el apartado 111.3.1.3. La Concentracion Minima Letal (CML) se define
como aquella concentracidén que mata al 99,9% de los microorganismos, es decir, en la
que sélo sobrevive el 0,1% de las células viables inoculadas inicialmente. Por tanto, si la
concentracion inicial es de 10° ufc/mL, se considera que hay efecto letal para aquellos
tubos de ensayo de los que seobtengan no mds de 100 colonias por mL. Por otra parte, la
concentraciéon mas baja del extracto que inhibe el crecimiento visible (turbidez) de

bacterias se define como la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) (Barry, 1976).

Parala determinacién dela CMI yla CML se prepararon series detubos de ensayo con

los CFEs a concentraciones entre el 10% y el 90% en TSB. Posteriormente, se adiciond una
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alicuota de un caldo con el microorganismo diana (18 — 20 h de fermentacion), diluido
convenientemente de forma tal que se alcanzara una concentracién final del mismo de
105 ufc/mL en cada tubo. Como cepas diana se utilizaron |los siguientes microorganismos:
Listeria innocua (CECT 4032), Listeria  monocytogenes (CECT 5725) y Escherichia coli
0157:H7 (CECT 5947). Los tubos inoculados se incubaron durante 18 - 20 h a una
temperatura de 37°C, periodo tras el cual se cuantificaron los niveles residuales del
microorganismo medianterecuento en placa.Enel casodel. innocuay L. monocytogenes,
el medio de cultivo empleado fue BHIA (Scharlau, Barcelona, Espafia) con incubacion a
37°Cpor 24 h.Para Escherichia coli 0157:H7, seusé agar detriptona ysoja (TSA) (Scharlau,

Barcelona, Espafia), incubando a 37°C por 24 horas. El procedimiento seguido se

esquematiza en la Figura IlI-5.

L. innocua
L. monocytogenes
E. coli 0157:H7

10° ufc/mL

TEREREEN

90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10%
Caldo Caldo Caldo Caldo Caldo Caldo Caldo Caldo Caldo
| J

|
Incubacién 16 -18 h

Tubos * (¢\%]]

sin

__ Siembra
= Ennplaca

18 - 20 hincubacién ‘

Recuento en placa

cML

Figura llI-5. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima
letal (CML) de los caldos de fermentacién

Como control de esterilidad, para cada concentraciéndecaldo se prepard un blanco,

que contenia la cantidad correspondiente de antimicrobiano en TSB. Por otro lado, se
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prepard otro tubo como control de crecimiento del microorganismo diana, el cual

TSB (sin antimicrobiano) y ~10° ufc/mL de L. innocua.

I11.3.4 Obtencion de un producto deshidratado a partir de los extractos libres
de células (CFE) y determinacion de su actividad antimicrobiana

111.3.4.1 Equiposy condiciones de secado

Los CFEs de L. plantarum y P. pentosaceus de 24 h se sometieron a los procesos de
secado por atomizacion o liofilizacién. Para el secado por atomizacién, se empled un
equipo Bichi Mini Spray Dryer B-290 (Bichi Labortechnik AG, Flawil, Suiza), con las

condiciones que seindican en la Tabla IlI-1.

Tabla llI-1. Condicionesde atomizacion de los extractos libresde células(CFEs) de L. plantarum y P.

pentosaceus
Caudal entrada Caudal Caudal de
Temperatura Temperatura . L Caudal de
entrada (°C) salida (°C) producto entrada aire Aspiracion bomba (%)
(mL/min) (L/h) (m3/h) )
157 85 14 414 33 30-40%
196 110 14 414 33 30-40%

El proceso de liofilizacion se llevd a cabo en un equipo Telstar LyoAlfa-6 (Telstar,
Barcelona, Espafia). Las condiciones finales fueron 0,051+0.013 mbar de presidony una

temperatura de -55+3 °C.

En ambos procesos de secado, se utilizé como soporte dextrina (D) o maltodextrina

(M) (Josefa Estellés Mayor S.L., Valencia, Espafia) al 10% p/v.
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111.3.4.2 Determinacion de la actividad antimicrobiana “in vitro” de los productos
deshidratados

111.3.4.2.1 Determinacién del contenido de solidos totales

Se determind el contenido de sélidos totales dela mezcla del extracto librede células
(CFE), de 24 h de de fermentacidn, de ambos microorganismos con los soportes (dextrina
(D) o maltodextrina (M)). Paraello,seadicioné un 10% p/v del soporte (cantidad utilizada
en los procesos de secado, descritos en la seccidn 111.3.4.1) al caldo de fermentacidn
filtrado (CFE), se homogeneizd y se determinaron los sélidos totales de esta mezcla
empleando la técnica descrita en la norma UNE 34824:1983.Esto se hizo para conocerla
cantidad de agua a afadir a los productos deshidratados, de modo que se pudieran

reconstituir al volumen original y determinar asi su actividad antimicrobiana.

I11.3.4.2.2 Determinacién de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) v la
Concentracién Minima Letal (CML)

El producto en polvo reconstituido (caldo de fermentacidn filtrado (CFE) + Soporte (D
o M)) fue utilizado paradeterminar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y letal (CML)

por el método de dilucidn en caldo, especificado en el apartado 111.3.3.

11.3.4.3 Actividad antimicrobiana in vivo de los productos deshidratados sobre L
innocua (Challenge tests)

En este apartadose estudid el efecto de los bioconservantes en polvo en carne picada
de cerdo inoculada con L. innocua. Se utilizé el producto obtenido por liofilizacién de los
caldos de fermentacion filtrados (CFE) de 24 h de fermentacién de L. plantarum (L-24FR)

o P. pentosaceus (P-24FR); en ambos casos contenian dextrina como soporte.

Para ejecutar el ensayo, la carnede cerdo se pico utilizando una picadora picadorade
alimentos Moulinex DP700 (Francia). Acontinuacién, seinocul 6 con Listeria innocua (CECT
4032) proveniente de un cultivode 24 h de fermentacidn en caldo de triptona y soja (TSB)
(Scharlau, Barcelona, Espafia). Previamenteserealizaron las diluciones pertinentes de este

cultivo en agua de peptona tamponada de manera que al inocularlo en la carne se
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alcanzara una concentracion inicial de este microorganismo de 102 ufc/g. Esta
concentracion se corresponde con su limite maximo legal en alimentos listos para
consumo (Reglamento (CE) N2 2073/2005). A continuacion, la carne se dividié en
porciones de70 g que se mezclaron con las cantidades requeridas delos productos L-24FR
o P-24FR (productos en polvo obtenidos por liofilizacién de los CFE de L. plantarum o P.
pentosaceus tras 24 horas de fermentacién) para obtener concentraciones de 40,50 o 60
g de antimicrobiano en polvo por kilogramo de carne. Estas concentraciones se eligieron
en basea las concentraciones minimas inhibitorias de L-24FR o P-24FR, obtenidas en el
apartado 111.3.3. Ademas, se prepararon muestras control (0 g/Kg) utilizando la misma
carne que fue inoculada con L. innocua. Las muestras se almacenaron a 4°C durante 7-9
dias, y se extrajeron muestras para recuentos de Listeria spp. durante este tiempo. Para
ello,se extrajeron asépticamente 10+1 g de cada muestra, se homogeneizaron con 90 mL
de agua de peptona tamponada (Scharlau, Barcelona, Espafia) en stomacher (IUL
Instruments, Barcelona, Espafia). Se prepararon diluciones decimales seriadas para
recuento en placa enagar Oxford (Scharlau, Barcelona, Espafia),incubandoa 37°Cpor 24

h (Choi, Kim, Kim, Kim, & Rhee, 2009). Todos los analisis se realizaron por duplicado.

Adicionalmentese midid el pH de las muestras durante el almacenamiento, utilizando
un pHmetro micropH 2001 (Crison Instruments, S.A., Barcelona, Espafia) con un electrodo

de puncion Crison 5231. La medicién se realizd en tres puntos de la muestra.

Los resultados delos recuentos se ajustaron al modelo de Baranyi & Roberts (1994) (a
través de DMFit), como sedescribidenel apartadoll.3.2.1.2, obteniéndose de esta forma
los parametros del crecimiento microbiano: velocidad maxima (pmax), maxima densidad
poblacional (ymax), poblacién inicial (yo), tiempo de latencia (A). La bondad del ajuste se

evalud por medio del coeficiente de correlacion (R2) y del error estandar del ajuste (SE).
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111.3.5 Analisis estadistico

El tratamiento estadistico delos datos serealizd empleando Statgraphics Centurion XV
version 15.2.06 (Manugistics Corp., Rockville, Md.), con un nivel deconfianza de 95%. Para
evaluar la significacion de los factores y sus interacciones se realizaron ANOVAs. Cuando
estos resultaron significativos, se analizaron las diferencias entre los distintos niveles
mediante la Prueba de Rangos Multiples utilizando el procedimiento de diferencia minima

significativa de Fisher (LSD) para discriminar entre medias.

.4 RESULTADOS Y DISCUSION

1.4.1 Recuperacion y estabilizacion de los compuestos antimicrobianos y
evaluacién de su eficacia

11.4.1.1 Efecto de la técnica de recuperacion-estabilizacion sobre la capacidad
antimicrobiana de los caldos de fermentacion

Con lafinalidad derecuperary estabilizar los productos metabdlicos producidos por L
plantarum y P. pentosaceus durante el proceso de fermentacidn, setestaron tres técnicas:
pasteurizacion (P), purificacidn parcial (PP) y filtracion (F). Se evalud el efecto de estas
técnicas en la actividad antimicrobiana (sobre L. innocua) de los caldos de fermentacidn
obtenidos tras 3, 14y 24 horas de fermentacion para el caso de L. plantarum (L-3 L-14 y L-

24) ytras 4,14 y 24 horas para P. pentosaceus (P-4, P-14 y P-24).

En la Tabla Il1-2 se observa que los extractos de L. plantarum (L) y P. pentosaceus (P)
obtenidos tras 14y 24 h de fermentaciény sometidos a los tratamientos Py F, presentaron
actividad antimicrobiana, sin diferencias significativas (p<0,05) entre dichos tratamientos
y paraambos tiempos. En el casode los extractos obtenidos a las 3 h de L. plantarum (L-
3)ylas4 hde P. pentosaceus (P-4), no se obtuvo halos deinhibicién,lo cualindicaqueno
habia una concentracion suficiente de sustancias antimicrobianas con efecto sobre L.

innocua.
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Por otra parte, todos los extractos que fueron sometidos al tratamiento de purificacién
parcial (PP) no presentaron efecto antimicrobiano, independientemente del tiempo de

fermentacion.

Tabla 1lI-2. Actividad antimicrobiana de los extractos a diferentestiempos de fermentacidn (h) de
L. plantarum (L) y P. pentosaceus (P) en MRS

Extracto Area de inhibicion (mm2 £ SE)*

P PP F
-3 0 0 0
L-14 94+2ha 0 99+4Aa
L-24 1074542 0 1144542
P-4 0 0 0
P-14 100142 0 10742042
pP-24 971542 0 95+7Aa

L: L. plantarum; P: P. pentosaceus; tiempo de fermentacionen horas (3, 4,14 y 24).

*Letra diferente indica diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Fischer en el ANOVA multifactorial.
Mayuscula:factor Tratamiento. Minuscula:factor tiempo de obtencion del extracto deL o P.

La necesidad de comparar estas técnicas de estabilizacion, se debe a que los
tratamientos térmicos usualmente utilizados para la inactivacidn de microorganismos,
pueden afectar la actividad antimicrobiana de las sustancias bioactivas. Sobre esto,
Ananou et al. (2010) observaron que un tratamiento térmico intenso producia pérdidas
de un 80% de la actividad antimicrobiana de |a enterocina AS-48, con el agravante de que
dicho tratamiento no fue efectivo en la inactivacidn del microorganismo productor. En
general, los tratamientos térmicos moderados suelen ser eficaces en la estabilizacién de
los caldos de fermentacidén, ya que pueden ser resistidos por |as bacteriocinas. Por
ejemplo, la plantaricina 423 es estable a tratamientos de 60 min a 80°C, o 30 minutos a
100°C, pero pierde 50% de su actividada 100°Cpor 60 min, y el 75% cuando se autoclava
(121°C, 15 min) (Verellen, Bruggeman, Van Reenen, Dicks, & Vandamme, 1998). Por su
parte, Jiménez-Diaz et al.(1993), al comparar diferentes tratamientos de estabilizacion,
encontraron que la actividad de la plantaricina S, fue mas estable cuando los
sobrenadantes de los medios de fermentacién sesometieron a una filtracion esterilizante

en vez de un tratamiento térmico.
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La ausencia de actividad antimicrobiana de los extractos Py F al principio de la curva
de crecimiento (3 o 4 h) demuestra poca produccién o acumulacion de sustancias
antimicrobianas. Los extractos de las 14 y 24 h mostraron un valor similar, tanto con L.
plantarum como con P. pentosaceus (p<0,05), lo cual indica que a las 14 h ya se ha

alcanzado |la maxima actividad antimicrobiana.

El tratamiento de purificacion parcial (PP) suele utilizarse en la determinacidn
preliminar de sustancias antimicrobianas de caldos de fermentacion de BAL (Hartmann
et al.,, 2011; Jiménez-Diaz etal.,, 1993; Nielsen etal., 1990), generalmente de
bacteriocinas. Este tratamiento elimina la accion de los acidos, de manera que el efecto
antimicrobiano obtenido depende de otras sustanciasdistintas a estos compuestos. Para
los dos microorganismos estudiados no se observaron halos de inhibicidn para los tres
tiempos de fermentacion. Por tanto, |a ausencia deactividad antimicrobiana indicaria que
en las condiciones estudiadas, los dos microorganismos no fueron capaces de producir
bacteriocinas o no las produjeron en cantidad suficiente para poder ser detectadas a
través de la técnica de difusidn enagar. Es importante destacar que esta técnica presenta
algunos inconvenientes (a pesar de ser ampliamente utilizada en la determinacidn de la
actividad antimicrobiana), ya que es semi-cuantitativa, bastante subjetiva, de baja
repetividad,y depende de la capacidad de la sustancia bioactiva de difundir en el agar
(Cabo et al., 1999; Delgado, Brito, Fevereiro, Tenreiro, & Peres, 2005; Turcotte et al,,
2004).Porello, enlasiguienteseccién se utilizé latécnicadedilucidn en caldo para ampliar
el estudio del efecto antimicrobiano de los extractos, esta vez ensayando diferentes

concentraciones de los mismos.

111.4.1.2 Efecto de la técnica de estabilizacion y la concentracion sobre la
actividad antimicrobiana

En este apartadoseestudio el efecto antimicrobiano dediferentes concentraciones de
los caldos de fermentacion (50, 70 y 90%) estabilizados segun los tratamientos descritos

en el apartado anterior (P, PPy F). Se utilizd |a técnica dedilucién en caldo, lacual permite

117



Capitulo I

una cuantificacién real de la actividad antimicrobiana sin depender de |la capacidad de

difusion del antimicrobiano en el medio de cultivo (Cabo etal., 1999).

En el casode L. plantarum, se observa en Tabla IlI-3, que el extracto de 3 horas de
fermentacién (L-3), a una concentracidon de 90%, presentd un efecto bacteriostatico
cuandoseutilizaron los tratamientos Py F, puesto que se mantuvo la carga microbiana en
10%ufc/mL. En el caso de la purificacién parcial (PP), no se observd actividad
antimicrobiana, ya que en la tercera dilucién decimal (10-3) se obtuvo un nlimero de
colonias incontable en la placa Petri (al igual que en el casode los caldos sin diluir,
utilizando la técnica de difusion en agar de la Tabla I11-2). Esto quiere decir, de forma
estimada, que la concentracién de colonias en estos casos era igual o superiora 10°
ufc/mL, lo cual seindica enla Tabla I11-3 como “>105”.

Tabla llI-3. Actividad antimicrobiana sobre L. innocua de los caldos de fermentacién de L.

plantarum (L) obtenidos a diferentes tiempos 3,14y 24 h) en funciénde la concentracién (90, 70 y
50%) y el tratamiento de estabilizacion

o L-3 L-14 L-24

*8 *qc'; Recuento L. innocua Recuento L. innocua Recuento L. innocua

o (log ufc/mL) (log ufc/mL) (log ufc/mL)

x ©

o\ué E Final Inicial Final Inicial Final Inicial
P |5,56£0,05| 5,79+0,01 0 5,79+0,01 0 5,7910,01

90 | PP >10> |5,79+0,01 | 4,8810,03 5,69+0,03 2105 5,7310,06
F |5,59+0,02| 5,85+0,01 | 1,46+0,16 5,69+0,03 0 5,7310,06
P >105 |5,79+0,01 0 5,79+0,01 0 5,79+0,01

70 | PP >105 | 5,79+0,01 210° 5,69+0,03 2105 5,7310,06
F >10> |5,85+0,01 0 5,69+0,03 0 5,7310,06
P >105> |5,79+0,01 0 5,79+0,01 0 5,7910,01

50 | pp >105 |5,79+0,01 >105 5,69+0,03 >105 5,7310,06
F >105> |5,85+0,01 | 2,02+0,14 5,69+0,03 0 5,73+0,06

P: pasteurizacion, PP: purificacion parcial; F: filtracion.

Al disminuir la concentraciéon de caldo L-3 del 90%, al 50% o al 70%, no se observo
efecto antimicrobiano. Estos resultados sefialan que a estas concentraciones, el extracto

L-3 no posee una concentracidon de metabolitos antimicrobianos que puedan inhibir o
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matara L. innocua.Por otra parte, queda demostrada las ventajas dela técnicadedilucién
en caldo conrespectoa la técnica dedifusidn enagar:La posibilidad de cuantificarlacarga
residual del microorganismo diana permitié determinar que existe un efecto
bacteriostaticocon L-3 cuandose utiliza al 90%, lo cual no pudo detectarse con la técnica

de difusion en agar (Tabla I11-2).

En el casode los extractos obtenidos a las 14 horas de fermentacidn (L-14), se obtuvo
un efecto letal parael casode los tratamientos Py F al 90%, y un efecto inhibitorio enel
tratamiento PP (L-14PP) a la misma concentracion. Recuérdese que se considera que
existe un efecto letal cuando la concentracién de microorganismos es <102 ufc/mL,
mientras que el efecto inhibitorio se produce cuando no hay crecimiento del
microorganismo, como se explicé en el apartado I11.3.3. En el caso del tratamiento PP
(90%), dado que los acidos se encontraban neutralizados, este efecto antimicrobiano se
atribuyea sustancias bioactivas distintasa los acidos. Sin embargo, la produccidon deestas
sustancias seria escasa, debido a que el efecto inhibitorio desaparece al utilizar

concentraciones de 70% o 50% de L-14PP.

El extracto de 24 horas de fermentacidn (L-24), fue el de mayor poder antimicrobiano,
lograndose un efecto letal con las tres concentraciones de caldo utilizadas cuando los
tratamientos de estabilizacion utilizados fueron Py F. Los caldos estabilizados con estos
dos tratamientos a este tiempo, presentaron el mismo efecto antimicrobiano a todas las
concentraciones ensayadas, a diferencia del tratamiento PP, que inactivé los compuestos
antimicrobianos de los extractos. Esto podria atribuirse a la neutralizacion de los acidos
orgdnicos, como se comenté en el apartado anterior. Resalta que la actividad
antimicrobiana conseguida con el producto L-14PP no se consiga a las 24 horas de
fermentacién (L-24PP) (por acumulacidn de sustancias con efecto antimicrobiano).
Partiendo de que esta actividad antimicrobiana a las 14 h podria debersea la presencia de
bacteriocinas, estas podrian haber sido destruidas por enzimas proteoliticas
extracelulares, perdiendo su actividad antimicrobiana debido a la agregacion entre ellas

(Ghalfi, Benkerroum, Doguiet, Delvigne, & Thonart, 2007; Todorov et al., 2011). Esto
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quiere decir que el efecto antimicrobiano delas bacteriocinas puede cambiar en funcion
de la etapa de crecimiento del microorganismo, tal como observaron Jiménez-Diaz et al.
(1993), quienes determinaron que el efecto antimicrobiano de las plantaricinasSy T
(obtenidas a partir de un cultivo en MRS de L. plantarum LPCO10) era dependiente del

tiempo de toma de muestra, entre otros factores.

La actividad antimicrobiana delos extractos obtenidos durante la fermentaciondel P.
pentosaceus (Tabla I11-4) muestran un comportamiento similar al del L. plantarum (Tabla
111-3). Se observa un efecto inhibitorio con el caldo de 4 h de fermentacidon Unicamente
cuandose utilizé una concentracion de90%de caldo.Alas 14 hse observo un efecto letal
para las tres concentraciones de caldo, tanto para el tratamiento de pasteurizacion (P)
como de filtracion (F). Los caldos de fermentacion sometidos al tratamiento PP no
produjeron un efecto antimicrobiano entodos los casos ensayados, porlocual, en estos
casos se descartd la presencia de otros compuestos antimicrobianos diferentes a los
acidos organicos o que se produjesen en cantidad suficiente para inhibir L. innocua a las
concentraciones ensayadas.

Tabla llI-4. Actividad antimicrobiana sobre L. innocua de los caldos de fermentacidon P.pentosaceus

(P) obtenidos a diferentestiempos (4, 14y 24 h) en funcidén de la concentracion (90,70 y 50%) y el
tratamiento de estabilizacidn.

° P-4 P-14 P-24

% 5 Recuento L. innocua Recuento L. innocua Recuento L. innocua

£ g (log ufc/mL) (log ufc/mL) (log ufc/mL)

§ E Final Inicial Final Inicial Final Inicial
P | 5,70+0,09 5,8210,01 0 5,73+0,06 0 5,82+0,01

90 | PP >105 5,82+0,01 210° 5,73+0,06 210° 5,82+0,01
F 5,69+0,02 5,78+0,02 | 1,18+0,14 5,69+0,03 0 5,78+0,02
P 2105 5,82+0,01 | 2,19+0,14 5,7310,06 0 5,82+0,01

70 | PP >10° 5,82+0,01 2105 5,73+0,06 210° 5,82+0,01
F >10° 5,78+0,02 | 1,49+0,18 5,69+0,03 0 5,78+0,02
P >10° 5,82+0,01 | 2,31+0,01 5,73%0,06 0 5,82+0,01

50 [ ppP 210° 5,82+0,01 210° 5,73+0,06 210 5,82+0,01
F >10° 5,78+0,02 | 3,09+0,06 5,69+0,03 0 5,78+0,02

P: pasteurizacion, PP: purificacion parcial; F: filtracion.
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Como se ha comentado anteriormente, la actividad antimicrobiana observada parece
depender directamente de los acidos producidos, por ello es relevante determinar el
momento en el que se produce la mayor cantidad posible de acido. Adicionalmente, es
interesante identificar los dcidos presentes, ya que cada uno de ellos puede producir un

efecto antimicrobiano diferente (Crowley, Mahony, & van Sinderen, 2013).

I11.4.2 Identificacion y cuantificacion de compuestos con actividad
antimicrobiana

111.4.2.1 Produccion de dcidos y consumo de glucosa durante la fermentacion

Se utilizaron dos técnicas analiticas paracuantificar laproduccién dedcidos organicos
y el consumo de glucosa duranteel proceso de fermentacidn de las dos cepas en estudio:
la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion con detector de red de diodos (“High-
Performance Liquid Chromatography With Diode Array Detection”, HPLC-DAD) vy la
Cromatografia de Intercambio I6nico con deteccidén por pulsos amperométricos (“High
Performance Anion Exchange Chromatography with Pulsed Amperometric Detection”,

HPAEC-PAD).

11.4.2.1.1 Produccidon de dcidos medida por HPAEC

Considerando que los dos acidos organicos predominantes en el metabolismo de la
BAL son el acido lacticoy el acético (Burgess, Rivas, Mcdonnell, & Duffy, 2008) se
compararon los tiempos de elucion de los patrones de estos dcidos con los tiempos de
eluciénde los picos correspondientes a las muestras de los caldos de fermentacion de L.

plantarum y P. pentosaceus.

En los cromatogramas de la Figura l11-6, se observa la presencia de dos picos muy
cercanos en los extractos obtenidos a las 0 h, cuyos tiempos de eluciénse corresponden
los de los patrones de los dcidos lacticoy acético. En el transcurso de la fermentacidn, se

observé un aumento progresivo del pico de acido lactico (resultados no mostrados),
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mientras que el de dcido acético permanecidinvariable.Alas 48 hse obtuvo un solo pico,
identificado como dcidolactico, desapareciendo el pico correspondiente al dcido acético.
Esto se debe a que a medida que aumentd la concentracionde acidolacticodesdet=0 h
hasta t=48 h, se produjo coelucién de los acidos lactico y acéticoy por lo tanto un
solapamiento de los picos. Como consecuencia la cuantificacidn del acido lactico se
obtiene errdneamente con el area resultante de los acidos lactico y acético, por lo que
este método cromatografico no permitié cuantificar correctamente la concentracidn de
acido. Para evitar este solapamiento se necesitaria en futuros estudios modificar €
método cromatografico, por ejemplo utilizando un gradiente de concentraciones en la
fase movil. Sin embargo, estos resultados son vdlidos para indicar la magnitud de acido
producida y muestran el cardcter homofermentativo del metabolismo de ambos
microorganismos, ya que la concentracidn de acido lactico aumenté mientras que la de
acidoacético permanecio constante. La presencia de este ultimose debe a que proviene
del medio de cultivo, ya queel acetato de sodio del MRS (véase Tabla |1-1) en medio acuoso
produciria acido acético en equilibrio con el acetato. La presencia de acido acético en el
MRS se confirmo analizando el cromatograma del medio de cul tivo estéril (resultados no
mostrados), en el que se obtuvo un Unico pico correspondiente al tiempo de elucién del

patron de dcido acético.

) b) ™2

Figura lll-6. Cromatogramas de 4cidos organicos obtenidos por HPAEC: concentraciones de los
acidoslacticoyacéticoenlos caldos de fermentaddn de L. plantarum (a) y de P. pentosaceus (b)
parat=0hyt=48h

La produccion de acidos orgdnicos depende de la cepa de BAL, la velocidad de
crecimientoy la ruta metabdlica de fermentacién (W. Lin et al., 2009). Los cultivos starter

de BAL empleados en laindustria carnica, son normalmente homofermentativos, debido
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aque el acido acético, provocaria sabores desagradables en el producto (Hartmann et al,
2011; Mani-Lépez, Garcia, & Lépez-Malo, 2012). El L. plantarum, dentro del género
Lactobacillus, se encuentra dentro del grupo de los heterofermentativos facultativos. Las
bacterias con este tipo de metabolismo producen exclusivamentedcido lactico a partir de
hexosas,aunque algunas especies pueden producir ademds, acido acético, etanol y acido
féormico. De igual modo, también son capaces de fermentar pentosas, produciendo los
acidos lactico y acético (Molin, 2010; Todorov, Dimitrov, Dora, & De Melo, 2010). Dado
que en el medio MRS el azlcar presente es la glucosa (una hexosa), prevalece el
metabolismo homofermentativo, porloque séloseobtiene acido lactico.Sinembargo, se
debe tomar en cuenta que el L plantarum es capaz de pasar de un metabolismo
homofermentativo a heterofermentativo, en funcion de las condiciones del medio,
principalmente cuando existe presencia de oxigeno en el medio (Giraud, Lelong, &
Raimbault, 1991).Por su parte, los microorganismos pertenecientes al género Pediococcus
tiene un metabolismo exclusivamente homofermentativo (De Vos et al.,2009), por lo que

el Unico acido que producen es el dcido lactico.

11.4.2.1.2 Produccién de dcidos medida por HPLC-DAD

Los tiempos de elucidn de los patrones y de las muestras obtenidos por HPLC-DAD se
muestran en la Figura IlI-7. Se observa un aumento del tamafio de los picos
correspondientes al acido lactico a medida que aumentaron los tiempos de extracciénde
muestra, indicando una acumulacién progresiva de este compuesto conforme aumenta la
duracidn del proceso de fermentacién. Aproximadamente a los 11,5 minutos se aprecia €
pico correspondiente al acido acético. El tamafio de dicho pico se mantuvo consta nte en
el transcurso dela fermentacidn, lo cual confirma lo observado en HPAEC: la presencia de
acidoacéticonosedebe alaactividad metabdlica,sinoala presencia deacetato de sodio
en la composicidn original del medio MRS, indicada en la Tabla II-1. Se confirmé la
presencia de acido acético en dicho medio en los cromatogramas del medio de cultivo sin
inocular (resultados no mostrados), en los que se observo el pico correspondiente al

tiempo de elucidn del dcido acético.

123



Capitulo I

0.040
— 50 ppm
— 100 ppm
— 200 ppm
400 ppm
— 600 ppm
— 1000 ppm

0030

UA o020

0.010

0.000

10 11 12 13 t(minutos)

0.050 0.040
E —0h —0h

b) 0080 1A lactico —3h C) som0 A. lactico —3h
—8h
0.030 —16h

ua —24h ua 0020
0.020 36 h
—a8h 0010

A _

0.000- 0,000

0.010

10 11 12 t(minutos) 10 1 12 t{minutos)

Figura lll-7. Cromatogramas de dcidos organicos obtenidos por RP-HPLC-DAD: patrén de acido
lactico (a),producciénde addolactico por L. plantarum (b) y P. pentosaceus (c) durante el proceso
fermentativo

A diferencia de lo obtenido con HPAEC (I11.4.2.1.1), la técnica HPLC-DAD permitid
cuantificar correctamente la produccién de acido, sin fendmenos de coelucidn o

solapamiento de los picos, como se observa en la Figura IlI-7.

En base a los cromatogramas de la figura anterior, se intuye que en el caso de L
plantarum la tasa de producciéndedcidolacticofuemuyalta,dadoal brus coaumento de
los picos de este compuesto en el transcurso del tiempo. Asi, a partir de las 16 h la
concentracién de dcido alcanzé su valor maximo, y se observa un sélo pico con un area
intermedia entre los valores maximos y minimos correspondiente a las 8 h. En el casode
P. pentosaceus se observd una produccién gradual de acido, con la aparicidn de varios

picos correspondientes a los diferentes tiempos de toma de muestra.

La produccién dedcido lactico por partedelas dos cepas presentd una relaciéninversa
con el consumo de glucosa, seglinse observa en |la Figura l11-8.En el caso de L. plantarum
(Figura 111-8a), la glucosa se consumid casi completamente después de las 24 h, alcanzando
valores minimos (0,3 g/L) a las 48 h. La produccion de acido lactico por parte de los
lactobacilos heterfermentativos, depende directamente de la concentracién de glucosa

del medio, la cual consumen practicamenteen sutotalidad (Corsetti & Valmorri,2011).la
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curva de acidolacticode L. plantarum muestra un rapido aumento en la concentracion de
este componente durante la fase exponencial de crecimiento microbiano, la cual se
observa en la Figura I11-9. El aumento de la concentracidn continta después dealcanzarla
fase estacionaria, y se mantiene alrededor de un valor maximo constante (alrededor de

26 g/L) a partir delas 15 h.
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Figura llI-8. Parametros del metabolismo L. plantarum (a) y P. pentosaceus (b): consumo de
glucosa, produccidon de dcido y cambio de pH
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Figura llI-9. Curvas de credmientode L. plantarum y P. pentosaceus con tiempos de fermentacién
seleccionados

En el casode P. pentosaceus (Figura I11-8b), la velocidad de consumo de glucosa, y por

tanto de produccionde acido, fue mas lenta, como se comentd anteriormente al analizar

los espectros cromatograficos dela Figuralll-7.La concentracion deacido lactico aumentd
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de manera constante desde las 8 hhasta las 48 h,sinalcanzar unvalorasintdtico como en

el caso de L. plantarum.

El pH mostré una tendencia acorde a la produccion de acido de las cepas, segin se
observa en la Figura 111-8. Con ambos microorganismos se produjo una disminucién del pH
desde el iniciodela fermentacion hasta las 15 h. A partir de este tiempo, en el caso de L
plantarum (Figura I11-8a), el valor del pH se mantuvo estable alrededor de 3,5, mientras
que en el caso de P. pentosaceus (Figura 111-8b), el valor de pH continué disminuyendo
ligeramente debido a que no se detuvo la produccidn dedcido como puede observarseen
la curva correspondiente a la concentracién de acido. Aunque la produccién de acido
lactico fue considerablemente menor con P. pentosaceus, el pH final medio con los dos
microorganismos fue similar (pH 3,5 con L. plantarum y pH 3,6 P. pentosaceus). Esto se
debe a que el dcido lactico es un dcido débil (Ka = 1,4x10* a 25°C), por lo cual aunque
existe una diferencia importante en la concentracién de dcido (especialmente a partir de
las 15 horas) el efecto sobre el pH es reducido dada la poca diferencia que se produciria

en la concentracion deiones H* en el medio.

Los resultados obtenidos para la concentracién de dcido lactico en el caso de L
plantarum fueron, en general, inferiores a los observados por Jurado-Gamez et al.(2014)
quienes analizaronlaproduccién deeste dcidoen MRS utilizando dos cepas diferentes de
este microorganismo. Por ejemplo, estos autores observaron concentraciones de acido
lactico (determinadas por HPLC) a las 18 h de fermentacion de 17,75 g/Ly 16,73 g/L para
las cepas estudiadas, aunque se debe considerar que se utilizé una temperatura menor,
de 32°C. En el caso del P. pentosaceus, Anastasiadou et al. (2008) caracterizaron la
fermentacion de una cepa de P. pentosaceus, detectando valores de acido lacticode9,20
g/L alas 12 horas de fermentacion en MRS a una temperatura de 30°C. Estos valores son
inferiores a los detectados por HPLC-DAD, pero cabe destacar que la temperatura de
incubacion empleada fue distinta, y que los autores evaluaron la concentracion de acido

lactico por espectrofotometria mediante un kit enzimatico.
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Los acidos son los principales compuestos antimicrobianos producidos por las
bacterias 4cido-lacticas, por lo cual, de cara a la producciéon de bioconservantes,
convendria maximizar su concentracion. Por otro lado, en la producciéon de cultivos
starter, la concentracion de biomasa debe mantenerse en un valor alto para un
aprovechamiento eficazdel proceso de fermentacion. Considerando | os resultados de esta
seccion se podrian ajustar los tiempos de fermentacidon necesarios para alcanzar un
compromiso entre concentracién de biomasa y de acidos, tanto para la produccidn de
starters como de bioconservantes. En el establecimiento del tiempo &ptimo de
fermentacion debe considerarselasimplicaciones econdmicasy operativas de establecer
fermentaciones largas, como el aumento del consumo energético y del tiempo de

produccién.

En base a estos planteamientos, la produccidon del cultivo starter de L. plantarum
podria detenerse a partirde las 16 h, ya que a partir de este tiempo, la concentracidn de
microorganismos (Figura I11-9) y la concentracion de acido lactico (Figura 111-8a) se
mantienen en un valor maximo que continua hastalas 24 h. En el caso de P. pentosaceus
no seobtiene una concentracién deacidos maxima, sino queaumenta de forma constante
durante el periodo de estudio, mientras que la maxima densidad poblacional sealcanza a
las 8 h.Considerando quea las 48h seobservé un descenso delos recuentos posiblemente
debido a que el microorganismo seencuentra en fasede declive,la fermentacion tendria

gue detenerse a tiempos menores, por ejemplo a las 36 h.

Por motivos practicos, y para los analisis posteriores, se establecié un tiempo de
fermentacion de 24 h con ambas cepas. Asi, se aseguraria la obtencién de la mayor
concentracién posible de microorganismos viables para ambos cultivos. En cuanto a la
concentraciéon de acido lactico, en el casodel L. plantarum, se garantizaria que se ha
alcanzado suvalormaximo, mientras que para el P. pentosaceus, aunque su concentracion
no seria la maxima, se evitaria prolongar la fermentacién durante mas tiempo, lo cual no

es deseable desde un punto de vista operacional y econémico. Convendria en este caso
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modificar otras variables del proceso de produccién (por ejemplo la temperatura) para

determinar si la produccion de acidos aumentaria.

Considerando que el método de filtracién permite separar la biomasa activa de los
metabolitos (apartado 111.4.1),se utilizard esta técnica para la estabilizacién delos caldos
de fermentacidn. De este modo quedarian definidas las primeras etapas del proceso de
elaboracion delos bioconservantes: una fermentacion en MRS a 37°C por 24 h, seguida de
una filtracion, obteniéndose el extracto libre de células (CFE) del microorganismo
(denominado L-24F, en el casode L. plantarum y P-24F en el caso de P. pentosaceus) y por

otra parte, la biomasa con las células vivas para la elaboracién de starters.

111.4.2.2 Determinacion de la presencia de bacteriocinas

En base a los resultados del apartado anterior, para la determinacion de la presencia
de bacteriocinas seutilizo el caldo defermentacién filtrado (CFE) de 24 h de fermentacion
de L. plantarum y P. pentosaceus (L-24F y P-24F). La presencia de bacteriocinasseestudio
de forma cuantitativa a través de la densidad dptica (OD), de manera que se pudiera
determinar si estos compuestos contribuyen a la actividad antimicrobiana observada. Si
bien la actividad antimicrobiana debida a bacteriocinas se estudid en el apartado 111.4.1,

aqui se demuestra su presencia o no en los CFE neutralizados.

Los CFE de 24 h de L. plantarum y P. pentosaceus (Tabla I11-5), una vez neutralizados,
no tuvieron un efecto inhibitorio sobre L. innocua, dado que se produjo crecimiento de
este microorganismo (aumento de OD), descartandose entonces que exista actividad

bacteriostatica o bactericida debida a bacteriocinas.
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Tabla IlI-5. Actividad antimicrobiana sobre L. innocua medida a través de los cambios de densidad
Optica (OD) de los CFEs

Muestra OD (600 nm)
Inicio(t=0h) Final (t=5h)
L-24F (50%) 0,105+0,003 0,348+0,001
P-24F (50%) 0,10810,001 0,384+0,001
Blanco - TSB 0,087+0,003 0,093+0,002

Control - L. innocua 0,096+0,006 0,708+0,004

L/P-24F: Extracto libre de células (CFE)de L. plantarum (L) /
P. pentosaceus (P) de 24 h de fermentacién

Estos resultados confirman los obtenidos en el apartado 111.4.1, demostrando que a las
24 horas no existe presencia de bacteriocinas o que estas se encuentran presentes a
concentraciones muy bajas. Aunque en el apartado I11.4.1.1 se obtuvo actividad
antimicrobiana con L-14, debida posiblemente a bacteriocinas, la reduccién en los
recuentos de L. innocua fue escasa (Tabla IlI-3). Recuérdese que las bacteriocinas
producidas podrian haber desaparecido por efecto de las enzimas proteoliticas o haberse

inactivado por agregacion, como se comentd en la seccion 111.4.1.1.

Se debe considerar que no todas las cepas de BAL son capaces de producir
bacteriocinas. En diversos estudios se ha encontrado que sélo algunas cepas del total de
la poblacién de BAL aisladas de diferentes alimentos, poseen actividad antimicrobiana
debida a bacteriocinas (Cintas, Casaus, Havarstein, Hernandez, & Nes, 1997; Jiménez-Diaz
et al.,1993;Schillinger & Lucke, 1989), e incluso se han observado variaciones entre cepas

de una misma especie en cuanto a su capacidad de producirlas.

Aunque una cepa sea bacteriocinogénica, la produccién debacteriocinas depende de
diversos factores (Sharma et al., 2010), entre los cuales se encuentra |la composicion del
medio. Son diversos los estudios en los que se busca maximizar la produccidn de estos
compuestos, en basea modificaciones delacomposicién de medios de cultivo comerciales
o en la formulacién de un medio experimental con un contenido dptimo de nutrientes.
Muchos de estos estudios apuntan que la produccion de bacteriocinas se estimula al

aumentar la concentracidon de fuentes de nitrogeno complejas. Asilo reportaron Guerra
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et al. (2001) al estudiar la produccion de nisina y pediocina por parte de L. lactis y P.
acidilactici, respectivamente. Verellen et al. (1998) observaron una alta produccién de
plantaricina423 por parte de L. plantarum 423 cuando el medio MRS se suplementd con
peptona bacterioldgica. Todorov etal. (2011) indicaron que se requiere triptona para la
produccidén éptima de bacteriocinas por partede L. plantarum ST16Pa. Guerra y Pastrana
(2001) demostraron que la produccidn de pediocina, por P. acidilactici, era tanto mayor
cuanto mas alta era la concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo. Ademas,
observaron que |a triptona y el extracto de levadura tienen una influencia positivaen la
produccidn de nisina por parte de L. lactis, aunque con cantidades altas se produce una
reduccién de suconcentracion. Asi, los aminodcidos y péptidos ejercen un rol en el medio
de cultivo que va mds alla de servir como nutrientes para el crecimiento de los
microorganismos. Pueden estimular la produccién de bacteriocinas debido a que
funcionan comoinductores enzimaticos,yademas se necesitan para sintetizar el anillo de

lantionina en el caso delos lantibidticos (Vazquez, Cabo, Gonzalez, & Murado, 2004).

La fuente de carbono también influiria en la produccidon de bacteriocinas. Altas
concentraciones de glucosa,ademas de extracto de levaduray triptona serian necesarias
para aumentar la concentracion de pediocinaAcH (Yang & Ray, 1994). Otros componentes
del medio, como K2HPO4y KH2PO4 influyen también en la produccién de bacteriocinas (con
un efecto variableen funcidn dela concentracidon)asicomo el citrato deamonioylas sales
de Mg y Mn (Biswas, Ray, Johnson, & Ray, 1991; Todorov et al., 2011). La sal puede tener
un efecto positivo (Jiménez-Diaz et al., 1993), probablemente debido a que favorece la
desorcion de las bacteriocinas de las células, facilitando su liberacidn (Leal-Sanchez,

Jiménez-Diaz, Maldonado-Barragan, Garrido-Fernandez, & Ruiz-Barba, 2002).

Aparte de la composiciéon del medio, se ha observado que la produccién de
bacteriocinas mantiene una relacion con el nimero de células del microorganismo
productor (Leal-Sanchez et al.,2002; Sharma et al.,2010), aunque no ocurre en todos los
casos (da Silva Sabo et al., 2015). La estabilidad de las bacteriocinas podria disminuir en

las diferentes etapas de la curva de crecimiento por la accidon de las proteasas o porque
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las bacteriocinas podrian verseafectadas por las condiciones acidas del medio cuandola
fermentacidn se encuentra avanzada (Daeshel, McKenney, & McDonald, 1990), ya que el
pH influyeen la degradacidn proteolitica. El pHafecta ademds la agregacidony la adsorcion

de bacteriocinas a las células (Sharma etal., 2010).

En diversos estudios se ha observado un efecto importante del pH en la produccidn de
bacteriocinas. Todorovet al.(2011) observaron queun pHinicial para L. plantarum ST16Pa
de 6,0-6,5 era mucho mejor en cuanto a la produccidon de bacteriocinasy biomasa, en
comparacién conla obtenida a pH4,5.Por otro lado, en varios estudios se ha determinado
el efecto de mantener el pH de la fermentaciéon en un valor constante, observandose
resultados diversos. Yangy Ray (1994) observaron que mantener el pH de la fermentacion
en un valor constante, producia un efecto considerable sobre la produccién de
bacteriocinas, siendo diferente al pH dptimo de crecimiento, dependiendo de la
bacteriocina en cuestion. Vazquez et al.(2004) observaron que ajustar el pH (por etapas)
durantela fermentacién produjo mayor cantidad de bacteriocinas, apuntando a un posible
efecto autoestimulatorio de los microorganismos para la produccién de bacteriocinas.
Jiménez-Diaz et al.(1993), en un estudiosimilar, observaron que mantener el pHen 4,0 o
7,0 ejercia un efecto negativo en la produccidn debacteriocinas;en cambio, mantener el

pH sin control y afiadir 4% de sal incrementaba su actividad.

En resumen, diversos factores que interactuan entre si, afectan la produccién de
bacteriocinas. Para optimizar la produccion de estos compuestos durante la fermentacion
suelen emplearse disefios de experimentos y el analisis de superficie de respuesta
(Delgado et al., 2007; Leal-Sanchez et al., 2002; Pérez Guerra & Pastrana Castro, 2002).
Dependiendo del disefioy de las condiciones estudiadas pueden establecerselos valores
ideales de la concentracion del inéculoy la temperatura de fermentacidn, ademas de

optimizar la composicién del medio, entre otros.

La producciény aislamiento de bacteriocinas,asicomosuaplicacién enalimentos, se
han estudiado extensamente. Desde un punto de vista practico, dada la complejidad de

los procesos de purificacidn de estos compuestos y los bajos rendimientos usualmente
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conseguidos, resulta interesante la utilizacion de los caldos de fermentacion crudos. Por
otra parte, muchas bacteriocinassonactivas Unicamente sobre bacterias Gram positivas,
de manera que la inclusién de otros compuestos antimicrobianos como los acidos
organicos,ampliariael espectrode accion hacialas Gram-negativas (Niku-Paavola, Laitila,
Mattila-Sandholm, & Haikara, 1999). Ademas, las diferentes sustancias activas podrian

ejercer un efecto sinérgico (Hartmann etal., 2011).

111.4.2.3 Determinacion de perdxido de hidrégeno

Otro producto del metabolismo microbiano que puede presentar actividad
antimicrobiana es el perdéxido de hidrégeno. En el presente estudio, se determind su
presencia en los caldos defermentacidn, con la finalidad de establecer si este metabolito
contribuia a la capacidad antimicrobiana observada con los dos microorganismos en

estudio.

No se obtuvo presencia de dicho compuesto. Aunque los microorganismos sean
capaces de producirlo, segin Rodriguezet al.(1997), el H,O; producido en MRS sedegrada
rapidamente debido al alto contenido de glucosa del medio, por lo cual, a medida que
transcurreel proceso de fermentacidn en caso de estar presente, tenderia a desaparecer.
Por otra parte, la formacion de perdéxido de hidrégeno se asocia a condiciones de
fermentacion aerobias en el medio de crecimiento (Hartmann et al., 2011; Loubiere,
Cocaign-Bousquet, Matos, Goma, & Lindley, 1997), por lotanto, es poco probableque se
produzca en las condiciones de fermentacidn utilizadas en este estudio dado que no se
sometié el cultivo a agitacion o al contacto con el aire, si bien las condiciones no fueron

estrictamente anaerdbicas.

La produccion de perdxido de hidrogeno también podria estar afectada por la
composicion del medio, como ha sido observado por Hartmannet al.(2011) en el caso del
Lactobacillus curvatus |DEO444. De cualquier modo, a pesar de su capacidad

antimicrobiana, la presencia de perdxido de hidrégeno es indeseable, puesto que podria
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ocasionar cambios inaceptables en el color y sabor del alimento (Hartmann et al., 2011;

Juven, Weisslowicz, & Harel, 1988).

1.4.3 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) vy
Concentracion Minima Letal (CML) de los extractos libres de células
(CFE)

Como se menciond en el apartado anterior, los CFEs de 24 h de fermentacion, L-24F y
P-24F, se seleccionaron para la elaboracion de productos bioconservantes. La
caracterizacion del poder antimicrobiano de ambos se realizd en términos de la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y de la concentraciéon minima letal (CML) frente a
diferentes microorganismos diana. En la Tabla Il1-6 se observa que al comparar la carga
inicial del microorganismo diana con el recuento residual obtenido para cada
concentracién de L-24F, la concentracion minima inhibitoria y letal fue la misma para las
tres microorganismos, obteniéndose CMI = 20% y CML = 30%. En el caso de P-24F,
haciendo el mismo analisis, se obtuvo que para los tres microorganismos diana, laCMI fue
30%, mientras que la CML para el casode L. innocua y L. monocytogenes fue 50%, y para

E. coli, 40%.

Tabla 1lI-6. Actividad antimicrobiana de los caldos de L. plantarum (L) y P. pentosaceus (P) sobre L.
innocua, E. coli0157:H7 y L. monocytogenes, en base a la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
yla Concentracion Minima Letal (CML).

Control microorg.

, . CMI CML .
Microorganismo diana
CFE ) — n
diana log ufc/mL logufc/mL Inicial Final
% v/v . % v/v .

residual residual (ufc/mL) (ufc/mlL)

L. innocua 20 5,52+0,01 30 - 5,69+0,04 7,99+0,01

L-24F E. coliO157:H7 20 5,29+0,01 30 - 5,95+0,01 8,93+0,05
L. monocytogenes 20 5,39+0,04 30 2,70+0,03 5,70+0,08 8,56+0,02

L. innocua 30 5,82+0,04 50 - 5,69+0,04 7,99+0,01

P-24F E. coli0157:H7 30 5,53+0,02 40 1,65%0,01 5,95+0,01 8,93+0,05

L. monocytogenes 30 5,06£0,10 50 1,22+0,06 5,70+0,08 8,56%0,02
L-24F/P24F: Extracto libre de células (CFE) de L. plantarum/P. pentosaceus.
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Como se ha comentado en apartados anteriores, la diferencia en la capacidad
antimicrobiana de L. plantarum y P. pentosaceus estaria relacionadacon las diferenciasen
la produccionde acidolactico. En efecto, alas 24 h de fermentacién, los niveles de acido
lactico fueron 24% menores en los CFEs procedentes de P. pentosaceus, siendo de
20,810,2 g/L frente a los 27,30,1 g/L de L. plantarum (Figura 111-8). Esta diferencia en la
concentracionde dcidoserefleja en el pH del medio. Asi, segun la Figura 111-8, después de
24 h de fermentacién el pH del caldo de L. plantarum (sin filtrar, L-24) fue 3,47+0,02,
mientras que en el de P. pentosaceus (sinfiltrar, P-24) se obtuvo un pH de 3,68+0,02 para

el mismo tiempo de fermentacion.

Los acidos organicos deben su poder antimicrobiano aldescenso del pH y al efecto de
la forma nodisociadadel 4cido (Leroy & De Vuyst, 2001; W. Lin et al.,2009). Anivel celular,
inducen la disrupcién de la membrana, inhibicidn de reacciones metabdlicas y dificultad
en mantener el pH homeostatico (Choi et al.,2009).Tanto L. monocytogenes como E. coli
son microorganismos capaces de sobrevivir en entornos acidos. Sobre el efecto del pH,
Shabala et al. (2008), estudiando las condiciones de desarrollo de L. monocytogenes,
observaron que algunas cepas eran capaces de crecer hasta en un pH minimo de 4,1;
aunque en condiciones normales paracepas no estresadas, el pH minimo seria 4,4 (Hwang
et al., 2014). Este microorganismo sobrevive en ambientes acidicos debido a diferentes
mecanismos de adaptacidn, que pueden activarseen condiciones de pH acido moderado
(Gandhi & Chikindas, 2007). En el caso de E. coli 0157:H7, Lin et al. (1996) sefialan que
posee mecanismos de resistencia que le permite adaptarsea entornos acidos, siendo
capazde sobrevivir en condiciones de pH extremas (hasta pH = 2), factor fundamental en
su patogenicidad, ya quele permite sobrevivir a las condiciones acidas del estdmago. Estos
mismos autores sefialan que se debe considerar que la activacidén de los diferentes
mecanismos de resistencia de E. coli 0157:H7 depende de una serie de factores, que
involucran la disponibilidad de ciertos sustratos y la adaptacién previa de la cepa a las

condiciones de crecimiento del medio.
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[11.4.4 Determinacion de la actividad antimicrobiana de los productos
deshidratados elaborados a partir de los extractos libres de células
(CFEs)

En esta ultima fase se obtuvo el producto en polvo mediante dos técnicas de secado:

atomizaciony liofilizacidn (ver apartado 111.3.4.1 ).

I1.4.4.1 Determinacion del contenido de sélidos totales

Se determind el contenido de solidos totales de la mezcla de L-24F o P-24F con los
soportes, dextrina (D) o maltodextrina (M). Para ello, se adicioné un 10% p/v del soporte
al caldo de fermentacidn, se homogeneizd y se realizd el procedimiento descrito en el
apartado 111.3.4.2.1 para obtener el contenido de sélidos totales de las mezclas, indicado
en la Tabla Ill-7. Esto se hizo para conocer |la cantidad de agua a afadir a los productos
deshidratados y asipoder reconstituirlos paradeterminar su actividad antimicrobiana por

el método de dilucidn en caldo (descrito en el apartado 111.3.3).

Tabla llI-7. Contenidode sélidos totales (%p/v) de los extractos libres de células (CFE)de 24 horas
de fermentacidn de L. plantarum (L-24F) y P. pentosaceus (P-24F) con 10%p/v de dextrina (D) o
maltodextrina (M)

Sélidos totales

D M

CFE

L-24F 13,2+#0,1 13,8%0,1

P-24F 13,1+0,1 13,8%0,1

111.4.4.2 Actividad antimicrobiana “in vitro”

Se caracterizo la actividad antimicrobiana in vitro (en basea la CMl yla CML) de los
productos en polvo obtenidos mediante atomizacién y liofilizacion, utilizando como
microorganismo diana L. innocua. Posteriormente, se realizd el mismo analisis en los
productos en polvo seleccionados, empleando E. coli O157:H7 y L. monocytogenes

(metodologia descrita en el apartado I11.3.3).
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11.4.4.2.1 Actividad antimicrobiana de los CFE atomizados

Las propiedades antimicrobianas sobre L. innocua de los caldos estabilizados por
atomizacion (L-24FAy P-24FA) se muestran en la Tabla I11-8. Puede observarse que el uso
de dextrina (D) o maltodextrina (M) no produjo diferencias enla CMI y CML. Al comparar
los resultados obtenidos de CMIy CML de L-24FA con los del caldo antes deatomizary sin
afnadir el soporte (L-24F, en la Tabla I11-6), se aprecia que hay una reduccién de estos
parametros del 10% después del proceso de atomizacidn. En el caso de los productos P-
24FA (con D o M como soportes)indicados enla Tabla I1I-8,1a CMI mantuvo el mismo valor

que sobre el caldo sin soporte (Tabla I11-6), mientras que la CML aumenté en 10%.

Tabla 11I-8. Actividad antimicrobiana (CMI yCML) sobre L. innocua de los CFE de L. plantarum y P.
pentosaceus deshidratados por atomizacién, empleando dextrina (D) o maltodextrina (M) como

soportes
cMmI CML Control L. innocua
Producto T(°C) Soporte 9 (fc/mL %  ufc/mL Inicio Final
v/v residual v/v residual (ufc/mlL) (ufc/mL)
D 30 4,59+0,05 40 - 5,67+0,09 8,526+0,004
85
M 30 4,69+0,01 40 - 5,67+0,09 8,526+0,004
L-24FA
110 D 30 4,69+0,01 40 - 5,75+0,04 8,08+0,04
M 30 5,33+0,00 40 - 5,70+0,07 8,04+0,08
g5 D 30 5,40+0,03 60 - 5,54+0,05 8,05+0,03
M 30 5,33+0,07 60 - 5,54+0,05 8,05+0,03
P-24FA
110 D 30 5,55+0,04 60 - 5,63+0,01 8,41+0,05
M 30 5,56+0,03 60 - 5,70+0,07 8,04+0,08

L-24FA/P24FA: Extracto libre de células (CFE) de L. plantarum/P. pentosaceus secado por atomizacion.

Dados estos resultados sobre L. innocua, se seleccionaron las siguientes condiciones
para los ensayos de actividad antimicrobiana sobre los microorganismos patégenos L.

monocytogenes y E. coli 0157:H7:

a) Se eligié dextrina como Unico soporte a testar para simplificar el estudio, tomando

en cuenta que no existen diferencias en la actividad antimicrobiana debido al soporte.
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b) En el caso de los productos atomizados, la temperatura de salida se fijo en 85°C

debido a que conlleva un consumo energético menor.

La actividad antimicrobianadelos productos en polvo seleccionados (L-24FAy P-24FA)
sobre E. coli 0157:H7 y L. monocytogenes, se observa en la Tabla I11-9. Las CMI y CML
fueron iguales a las obtenidas con L. innocua (Tabla 111-8), de manera que el efecto

antimicrobiano decada producto se mantiene igual sobrelos tres microorganismos diana.

Tabla 11I-9. Actividad antimicrobiana (CMI y CML) sobre E. coli 0157:H7 y L. monocytogenes de los
CFE deshidratados por atomizacién (dextrina como soporte) provenientes de los caldos de
fermentacién de L. plantarum y P. pentosaceus

Producto . . cMmI CML Control microorg. diana
N Microorganismo — -
(+10% diana % ufe/mL %  ufc/mL Inicio Final
dextrina) v/v residual v/v residual (ufc/mL) (ufc/mlL)
E. coliO157:H7 30 4,94+0,01 40 - 5,74+0,02 9,02+0,05
L-24FA
L. monocytogenes 30 3,71+0,01 40 - 5,67+0,04 8,78+0,01
b2AFA E. coli0157:H7 30 591+0,01 60 - 5,74+0,02 9,02+0,05
L. monocytogenes 30 5,44+0,05 60 - 5,67+0,04 8,78+0,01

L-24FA/P24FA: Extracto libre de células (CFE) de L. plantarum/P. pentosaceus secado por atomizacidn.

I1.4.4.2.2 Actividad antimicrobiana de los CFE liofilizados

El efecto antimicrobiano de los productos liofilizados de los CFE de L. plantarum y P.
pentosaceus (L-24FR y P-24FR) (Tabla 111-10) fue el mismo que el observado en los
productos atomizados (Tabla I11-8). No se observaron diferencias en la CMI y CML en

cuanto al soporte utilizado (D o M).
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Tabla 111-10. Actividad antimicrobiana (CMI yCML) sobre L. innocua de los productos obtenidos a
partir de los CFE de L. plantarum y P. pentosaceus, liofilizados utilizando dextrina (D) o
maltodextrina (M) como soporte

(@\Y]] CML Control L. innocua
Producto Soporte ici i
% v/v ufF/mL % v/ ufF/mL Inicio Final
residual residual  (ufc/mL) (ufc/mlL)
L24FR D 30 4,62+0,01 40 1,45+0,10 5,67+0,05 8,760+0,002
M 30 4,43+0,01 40 - 5,66+0,10 8,10+0,03
D 30 5,36+0,02 60 - 5,6710,04 8,17+0,04
P -24FR
M 30 4,77+0,05 60 - 5,67+0,04 8,17+0,04

L-24FR/P24FR: Extracto librede células (CFE) de L. plantarum/P. pentosaceus secado por liofilizacion.

Los valores obtenidos dela CMI y CMLde los CFE liofilizados sobre los microorganismos
patégenos (Tabla I1l-11) son los mismos obtenidos parrael casode L. innocua (Tabla I11-10).
Ademas, son iguales a los obtenidos por atomizacién (Tabla 111-9).

Tabla 1lI-11. Actividad antimicrobiana (CMI yCML) sobre E. coli 0157:H7 y L. monocytogenes de |os
caldos de L. plantarum y P. pentosaceus des hidratados por liofilizacién (dextrina como soporte)

Producto . . CcMI CML Control microorg. diana
10% Microorganismo
(+ o diana % v/ ufc/mL % v/ ufc/mL Inicio Final
dextrina) °VIV residual °V"V residual  (ufc/ml)  (ufc/ml)
E. coli O157:H7 30 5,40+0,03 40 - 5,74+0,02  9,02+0,05
L-24FR
L. monocytogenes 30  3,59+0,03 40 - 5,67+0,04 8,78+0,01
” E. coli 0157:H7 30 5,68+0,06 60 - 5,74+0,02  9,02+0,05
P -24FR
L. monocytogenes 30 5,10+0,01 60 - 5,67+0,04 8,78+0,01

L-24FR/P24FR: Extracto libre de células (CFE) de L. plantarum/P. pentosaceus secado por liofilizacidn.

Los resultados obtenidos, indican que no existen diferencias en cuanto a la técnica de
estabilizacion. Por lotanto, para fines practicos,seselecciond la liofilizacion (con dextrina
como soporte) como Unica técnica de estabilizacidon para los ensayos posteriores,
considerando ademas que en los equipos de laboratorio empleados para laatomizaciony

la liofilizacién, se observé queen el primer caso se obtenian pérdidas mayores de producto
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en comparacion con la liofilizacién, obteniéndose con esta ultima un rendimiento

practicamente del 100%.

111.4.4.3 Actividad antimicrobiana “in vivo” sobre L. innocua (Challenge tests)

La determinacidn de la actividad antimicrobiana in vivo se realizd en carne picada de
cerdo inoculada con una concentraciéon de 102 ufc/g de L innocua. El producto
antimicrobiano en polvo ensayado se obtuvo a partir del CFE de 24 h liofilizado de L.
plantarum o P. pentosaceus (L-24FR o P-24FR). Se testaron concentraciones de 0, 40, 50y
60 g de bioconservanteen polvo/kg de carne; dichas cantidades fueron establecidas para
que incluyeranla CMly la CML resultantes de las pruebas de actividad antimicrobiana in

vitro (apartado 111.4.4.2.2).

En la Figura I11-10 se aprecian los cambios en la poblacién de L. innocua segun la
concentracién de los bioconservantes L-24FR (a) y P-24FR (b). El efecto antimicrobiano es
evidente paratodas las concentraciones ensayadas, observdndose una amplia diferencia
en los recuentos de la muestra control y las muestras tratadas con los bioconservantes,

aunque estas no fueron evidentes los primeros dias de almacenamiento.

55 {a)

w A

(9] w

\\
»

log ufc/g
log ufc/g

2,5

1,5 T T T T T T T | 1,5 T — T — — T
o 1 2 3 4 5 6 7 8 01 2 3 45 6 7 8 9

t(d) t(d)

® Og/ke ®  40g/kg ® Og/ke ®  40g/ke
50 g/kg ®  60g/kg 50 g/kg ®  60g/kg
0 g/kg modelo 40 g/kg modelo 0 g/kg modelo 40 g/kg modelo
50 g/kg modelo 60 g/kg modelo 50 g/kg modelo 60 g/kg modelo

Figura IlI-10. Efecto antimicrobiano de los CFE liofilizados L-24FR (a) y P-24FR (b) sobre Listeria
innocua en carne picada de cerdo
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Los parametros de crecimiento obtenidos a partir de las curvas modelizadas seindican
enlaTablalll-12.Enel casodela muestra control (0 g/kg), se obtuvo una yr de 4,5+0,1 log
ufc/g a partir del sexto dia, mientras que en el caso de las muestras con bioconservante
(40,500 60 g/kg) se produjo un descenso continuo de la poblacién microbiana (velocidad
de crecimiento negativa) hasta alcanzar unos recuentos finales promedio de 2,5 £ 0,2 log
ufc/g en el casodel-24FRy 2,240,3 log ufc/g con P-24FR, lo cual representa una reduccién
de aproximadamente 2 unidades logaritmicas con respecto al valor de yf de |la muestra
control. Aunque las diferencias entre las concentraciones utilizadas son pequefias, los
recuentos obtenidos tienden a ser inferiores cuanto mayor es la concentracién de

bioconservante L-24FR o P-24FR.

Tabla llI-12. Parametros de crecimiento de L. innocua en funcién de la concentracion de los
extractos libres de células (CFE)liofilizados de L. plantarum o P. pentosaceus (L-24FR o P-24FR) en
carne picada de cerdo

Pro- Conc. Yo Yt I»lmax/ Kmax
A/S(d SE R2
ducto (g/kg) (logufc-gl) (logufcgl) /5 (d) (log ufc-g-dl)
2,729 4,456 0,885 0,427
* ’ ’ ’ ’ 2 4 7
0 +0,183 +0,096 +1,222 +0,16 0,26 0.879
40* 2,86 2717 - 0,051 0,058 0,504
+0,037 +0,027 +0,04
L-24F
50* 2,897 - - -0,045 0,0678 0,812
+0,034 +0,007
2,849 -0,058
60* ’ - - ’ 0,074 0,858
+0,037 +0,008
- 2,729 4,456 0,885 0,427 0264 0879
+0,183 +0,096 +1,222 +0,16 ’ ’
2,563 -0,0033
* % 7 _ _ 7
40 +0,024 +0,0046 0,0506 0,1173
P-24F 2,589 5,879 0,142
* 7 _ y -y,
>0 +0,015 +0,403 +0,023 0,0435 0,939
0+ 2,544 5,156 -0,142 00814 0874
+0,031 +0,925 +0,04 ’ ’

*Modelo de Baranyiy Roberts, **Modelolineal.

Al comparar estos resultados (in vivo), con los obtenidos in vitro para L. innocua (Tabla

111-10),seobserva que los bioconservantes L-24FR y P-24FR no produjeron un efecto letal
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en la matriz carnica de la misma magnitud que en medio de cultivo (aun cuando se
utilizaron concentraciones similares de bioconservante), puesto que se mantuvo una
poblacién residual de L. innocua, a diferencia de los observado en medio de cultivo.
Hartmann et al. (2011) encontraron resultados similares, resaltando que el poder
antimicrobiano delos caldos defermentacidn dediferentes BAL fue de 3 a 10 veces mayor
en medio de cultivo que en carnepicada,lo cual lo atribuyen a la inactivacion por enzimas
(en el caso de las bacteriocinas) o a interacciones con componentes especificos del
alimento. En el caso de L-24FR y P-24FR, en el capitulo anterior se demostré que su
capacidad antimicrobianaseatribuyeal acido lactico. Aunque los tratamientos con acidos
son capaces de reducir la carga microbiana en la carne, los microorganismos que
sobreviven a dichos tratamientos probablemente se encuentran dafiados o estresados,
con alteraciones ensuestado fisiolégicoyen sucapacidad demultiplicarse (Hwanget al.,,
2014). Esto explicaria por una parte, la reduccion en la poblacidon microbiana observada
cuando se aplico los bioconsevantes, y por otra, la presencia de una poblacién residual
que decrece en el tiempo, como se observa en las curvas de20, 30 y 40 g/kg de la Figura
I11-10 (ayb). En la Figura Ill-11seobserva quela incorporacién deambos bioconservantes
produjo una notoria reduccién en el pH, manteniéndose en ambos casos entre 5,1y 5,2,
siendo ligeramente superiores para el caso de P-24F debido a que su concentracién de
acido es menor, como se demostré en el apartado 111.4.2.1. En un alimento con estos
valores de pH Listeria monocytogenes seria capazdedesarrollarse,dado quesu pH minimo
de crecimiento en alimentos es 4,6 - 5,0 (European Commision: Health & Consumer
Protection Directorate-General, 1999),aunque su capacidad demultiplicarsesereduciria,
como se observa en la Figura I11-10 parael casoanalogo de L. innocua. Sin embargo, debe
considerarse que L. monocytogenes podria crecer a pH inferior si la cepa ha podido
adaptarse a condiciones de pH mas bajas (Hwang et al., 2014), pudiendo sobrevivir por

ejemplo a pH de 4,3 —4,5 en salami, segun lo indican Shabala et al. (2008).
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Figura llI-11. Cambios en el pH segunla concentracién de los CFE liofilizados L-24FR (a) o P-24FR
(b) en carne picada de cerdo inoculada con L. innocua

1.5 CONCLUSIONES

e Los tratamientos de pasteurizaciony filtracidn son adecuados para estabilizar los caldos
de fermentacidén de L. plantarum o P. pentosaceus, ya que tras suaplicacién seconserva
la capacidad antimicrobiana delos mismos. En cambio, la purificacidn parcial, debido a
la neutralizacién de los acidos, anula el poder antimicrobiano. Es preferible utilizar la
filtracion sobre la pasteurizacién, debido a que es un proceso rdpido que mantiene
inalteradas las caracteristicas del caldo de fermentacidn, ademas de permitir utilizar la
biomasa generada para producir cultivos starter, a diferencia dela pasterizacién, que es

un proceso en que se matan los microorganismos por efecto del calor.

Al comparar los microorganismos starter objeto del estudio, se observa que los caldos
de fermentacién de L. plantarum poseen una actividad antimicrobiana mayor quelos de
P. pentosaceus. Dicha actividad antimicrobiana puede atribuirse exclusivamente a la
presencia de 4acido lactico, ya que no se obtuvieron cantidades detectables de
bacteriocinas o de perdxido de hidrdgeno, posiblemente debido alaincapacidadde las

cepas de producir estos compuestos, al menos en las condiciones estudiadas. En futuros
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estudios se podria determinar el efecto de las variaciones del medio de cultivoo en las

condiciones de incubacién para determinar si es posible obtener bacteriocinas.

Los procesos de estabilizacion por atomizacion y liofilizacidn dieron en general lugar a
una reduccidn de la capacidad antimicrobiana (CMI y CML) en comparacion con los
caldos antes del proceso de secado, lo cual se debe posiblemente al efecto de la
disminucion dela concentracion deacido porlaadicidn del soporte. Para el mismo caldo
de fermentacidn (L. plantarum o P. pentosaceus), no existen diferencias en la capacidad
antimicrobiana entre los productos liofilizados o atomizados de modo que la
concentracion del acido lactico es la misma con ambos procesos de secado. En futuras
etapas de desarrollo, con vistas a la produccion industrial, se deberd evaluar la
factibilidad técnica y econdmica de ambos procesos de estabilizacion, tomando en
cuenta que la atomizaciodn, conlleva tiempos de produccién mas cortos y consumo
energético mas bajo, aunque con mayor merma de producto. Adicionalmente, se
debera estudiar |a vida util del producto en polvo, tanto desde el punto de vista de su

estabilidad fisicoquimica como de sus propiedades antimicrobianas.

La concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima letal (CML)
obtenidas en los estudios in vitro sirven de punto de partida para la evaluacién de las
propiedades antimicrobianas delos bioconservantes. Sin embargo, en los challenge test,
los bioconservantes mostraron una actividad antimicrobiana inferior en relacién a la
obtenida en las pruebas in vitro, lo cual demuestra que el efecto antimicrobianoenuna
matriz carnica es sustancialmentedistinto. Por ello, es necesario ampliarel estudio hacia
la determinacidn del efecto antimicrobiano sobre otros microorganismos, alterantes o
patdgenos encontrados en la carne,de modo que se pueda establecer la concentracion

mas efectiva en |a carne que permita prolongar su vida util.

143



Capitulo I

1.6 REFERENCIAS

Ananou, S., Bafos, A.,, Maqueda, M., Martinez-Bueno, M., Galvez, A., & Valdivia, E. (2010). Effect of
combined physico-chemical treatments based on enterocin AS-48 on the control of Listeria
monocytogenes and Staphylococcus aureus in a model cooked ham. Food Control, 21(4), 478

486.

Ananou,S., Mufioz, A., Martinez-Bueno, M., Gonzalez-Tello, P., Galvez, A., Maqueda, M., & Valdivia,
E. (2010). Evaluation of an enterocin AS-48 enriched bioactive powder obtained by spray

drying. Food microbiology, 27(1), 58-63.

Anastasiadou, S., Papagianni, M., Filiousis, G., Ambrosiadis, |., & Koidis, P. (2008). Growth and
metabolism of a meat isolated strain of Pediococcus pentosaceus in submerged fermentation.

Enzyme and Microbial Technology, 43(6), 448-454.

Baranyi, J., & Roberts, T. A. (1994). A dynamic approach to predicting bacterial growth in food.

International journal of food microbiology, 23, 277-294.

Barry, A. L. (1976). The antimicrobic susceptibility test: Principles and Practices. London: Lea &

Febiger.

Biswas, S. R., Ray, P., Johnson, M. C., & Ray, B. (1991). Influence of Growth Conditions on the
Production of a Bacteriocin, Pediocin AcH, by Pediococcus acidilactici H. Applied and

Environmental Microbiology, 57(4), 1265-7.

Burgess, C. M., Rivas, L., Mcdonnell, M. J., & Duffy, G.(2008). Biocontrol of Pathogens in the Meat
Chain. En F. Toldra (Ed.), Meat Biotechnology (pp. 253-288). Springer Science & Business
Media.

Cabo, M., Murado, M., Gonzilez, M., & Pastoriza, L. (1999). A method for bacteriocin quantification.

Journal of applied microbiology, 87, 907-914.

Carolissen-Mackay, V., Arendse, G., & Hastings, J. W. (1997). Purification of bacteriocins of lacticadd

bacteria: problems and pointers. International journal of food microbiology, 34(1), 1-16.

144



Capitulo lll

Choi,Y.M., Kim, 0.Y., Kim,K.H., Kim, B.C., & Rhee, M.S.(2009). Combined effect of organic acids
and supercritical carbon dioxide treatments against nonpathogenic Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium and E. coli 0157:H7 in fresh pork. Letters in applied

microbiology, 49(4), 510-515.

Cintas, L. M., Casaus, P., Havarstein, L. S., Herndndez, P. E., & Nes, |. F. (1997). Biochemical and
geneticcharacterization ofenterocin P, a novel sec-dependent bacteriocin from Enterococcus
faeciumP13 with a broad antimicrobial s pectrum. Applied and Environmental Microbiology,

63(11), 4321-30.

Corsetti, A., & Valmorri, S. (2011). Lactobacillus spp .: Lactobacillus plantarum. Genetics, 111-118.

Crowley, S., Mahony, J., & van Sinderen, D. (2013). Current perspectives on antifungal lactic acid

bacteria as natural bio-preservatives. Trends in Food Science & Technology, 33(2), 93-109.

da Silva Sabo, S., Converti, A., Todorov, S. D., Dominguez, J. M., & de Souza Oliveira, R. P. (2015).
Effect of inulin on growth and bacteriocin production by La ctobacillus plantarum in stationary

and shaken cultures. International Journal of Food Science & Technology, 50(4), 864-870.

Daeshel, M. A., McKenney, M. C., & McDonald, L. C. (1990). Bacteriocidal activity of Lactobadillus
plantarum C-11. Food Microbiology, 7, 91-98.

De Vos, P., Garrity, G. M., Jones, D., Krieg, N.R., Ludwig, W., Rainey, F. A., ... Whitman, W. B. (2009).
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, Volume three The Firmicutes (Segunda ed).

Springer.

Delgado, A., Arroyo Lépez, F. N., Brito, D., Peres, C., Fevereiro, P., & Garrido-Fernandez, A. (2007).
Optimum bacteriocin production by Lactobacillus plantarum 17.2b requires absence of Nad
and apparently follows a mixed metabolite kinetics. Journal of biotechnology, 130(2), 193-

201.

Delgado, A., Brito, D., Fevereiro, P., Tenreiro, R., & Peres, C. (2005). Bioactivity quantification of

crude bacteriocin solutions. Journal of microbiological methods, 62(1), 121-124.

European Commision: Health & Consumer Protection Directorate-General. (1999). Opinion of the

145



Capitulo I

scientific committee on veterinary measures relating to public health on Listeria

monocytogenes. Directorate B - Scientific Health Opinions.

Galvez, A., Abriouel, H., Lépez, R. L., & Ben Omar, N. (2007). Bacteriocin -based strategies for food

biopreservation. International journal of food microbiology, 120(1-2), 51-70.

Gandhi, M., & Chikindas, M. L. (2007). Listeria: A foodborne pathogen that knows how to survive.

International journal of food microbiology, 113(1), 1-15.

Ghalfi, H., Benkerroum, N., Doguiet, D. D., Delvigne, F., & Thonart, P. (2007). Comparison of the
performances of different fermentation strategieson cell growth and bacteriocin production
by Lactobacillus curvatus CWBI-B28. Journal of the Science of Food and Agriculture, 87, 541-
549.

Giraud, E., Lelong, B., & Raimbault, M. (1991). Influence of pH and initial lactate concentration on

the growth of Lactobacillus plantarum. Appl Microbiol Biotechnol, 36, 96-99.

Guerra, N., & Pastrana, L. (2001). Enhanced nisin and pediocin production on whey supplemented

with different nitrogen sources. Biotechnology letters, 23, 609-612.

Guerra, N., Rua, M., & Pastrana, L. (2001). Nutritional factors affecting the production of two
bacteriocins fromlactic add bacteria on whey. International journal offood microbiology, 70,

267-281.

Hartmann, H.A., Wilke, T., & Erdmann, R. (2011). Efficacy of bacteriocin-containing cell-free culture
supernatants from lactic acid bacteria to control Listeria monocytogenes in food.

International journal of food microbiology, 146(2), 192-199.

Hwang, C.-A.,, Sheen, S., Juneja, V., Hwang, C.-F., Yin, T.-C., & Chang, N.-Y. (2014). The influence of
acid stress onthe growth of Listeria monocytogenes and Escherichia coli 0157:H7 on cooked

ham. Food Control, 37, 245-250.

ISO 15214:1998. Microbiology of food and animal feeding stuffs. Horizontal method for the
enumeration of mesophilic lactic acid bacteria. Colony-count technique at 30 degrees C

(1998). International Organization for Standardization (1SO).

146



Capitulo lll

Jiménez-Diaz, R., Rios-Sanchez, R. M., Desmazeaud, M., Ruiz-Barba, J. L, & Piard, J.-C. (1993).
Plantaricins S and T, Two New bacteriocins produced by Lactobacillus plantarum LPCO10
isolated from a green olive fermentation plantaricins S and T, two new b acteriocins produced
by Lactobacillus plantarum LPCO10 isolated from a green olive fermentation. Applied and

Environmental Microbiology, 5(59), 1416-1424.

Jurado-Gamez, H., Ramirez, C., & Aguirre, D. (2013). Cinética de |a fermentacion de Lactobadillus
plantarum en un medio de cultivo enriquecido como potencial probidtico. Veterinaria y

Zootecnia, 7(2), 37-53.

Juven, B., Weisslowicz, H., & Harel, S. (1988). Detection of hydrogen peroxide produced by meat

lactic starter cultures. Journal of Applied Bacteriol ogy, 65, 357-360.

Leal-Sanchez, M., Jiménez-Diaz, R., Maldonado-Barragdan, A., Garrido-Fernandez, A., & Ruiz-Barba, J.
L. (2002). Optimization of bacteriocin production by batch fermentation of Lactobadllus

plantarum LPCO10. Applied and Environmental Microbiology, 68(9), 4465-4471.

Leroy, F., & De Vuyst, L. (2001). Growth of the Bacteriocin-ProdudngLa ctobacillus sakei Strain CTC
494 in MRS Broth Is Strongly Reduced Due to Nutrient Exhaustion: a Nutrient Depletion Model
forthe Growth ofLactic Acid Bacteria. Applied and Enviromental Microbiology, 67(10), 4407-
4413.

Lin,J.,Smith, M. P., Chapin, K.C,, Baik, H.S., Bennett, G.N., & Foster, J. W. (1996). Mechanisms of
acid resistance in enterohemorrhagic Escherichia coli. Applied and Environmental

Microbiology, 62(9), 3094-100.

Lin, W.-H., Lin, C.-K., Sheu, S.-J., Hwang, C.-F., Ye, W.-T., Hwang, W.-Z., & Tsen, H.-Y. (2009).
Antagonistic activity of spent culture supernatants oflacticacid bacteriaagainst Helicobacter
pylori growth and infection in human gastric epithelial AGS cells. Journal of food science,

74(6), 225-230.

Loubiere, P., Cocaign-Bousquet, M., Matos, J., Goma, G., & Lindley, N. D. (1997). Influence of end-
products inhibition and nutrient limitations on the growth of La ctococcus lactis subsp. lactis.

Journal of Applied Microbiology, 82(1), 95-100.

147



Capitulo I

Mani-Lépez, E., Garcia, H. S., & Lépez-Malo, A. (2012). Organic acids as antimicrobials to control

Salmonellainmeatand poultry products. Food Research International, 45(2), 713-721.

Molin, G. (2010). Lactobacillus plantarum 299v. (S. Polska, Ed.)Bibliotheca IPC.: Probiotica.

Nielsen,J., Dickson, )., & Crouse, J. (1990). Use of a bacteriocin produced by Pediococcus acidilactic
to inhibit Listeria monocytogenes associated with fresh meat. Applied a nd Environmental

Microbiology, 56(7), 2142-2145.

Niku-Paavola, M. L., Laitila, A., Mattila-Sandholm, T., & Haikara, A. (1999). New types of antimicrobial
compounds produced by La ctobacillus plantarum. Journal of a pplied microbiology, 86(1), 29-

35.

Parente, E., Brienza, C., Moles, M., & Ricciardi, A. (1995). A comparison of methods for the

measurement of bacteriocin activity. Journal of Microbiological Methods, 22, 95-108.

Parente, E., & Ricciardi, A. (1999). Production, recoveryand purification of bacterio dns fromlactic

acid bacteria. Applied Microbiology and Biotechnology, 52, 628-638.

Pérez Guerra, N., & Pastrana Castro, L. (2002). Production of bacteriodns from Lactococcus lactis
subsp. lactis CECT 539 and Pediococcus acidilactici NRRL B-5627 using mussel-processing

wastes. Biotechnologyand applied biochemistry, 36, 119-125.

Reglamento (CE) No.2073/2005 de |a comisiénde 15 de noviembre de 2005 relativo a | os criterios
microbioldgicos aplicables a |os productos. (2005). Diario Oficialde la Unién Europea, L 338,

26.

Reis, J. A., Paula, A. T., Casarotti, S. N., & Penna, A. L. B. (2012). Lactic Acid Bacteria Antimicrobial

Compounds: Characteristics and Applications. Food Engineering Reviews, 4, 124-140.

Rodriguez, J. M., Martinez, M. 1., Suarez, A. M., Martinez, J. M., & Herndndez, P. E. (1997). Research
note: unsuitability of the MRS medium for the screening of hydrogen peroxide-producing

lacticacid bacteria. Letters in applied microbiology, 25(1), 73-4.

Schillinger, U., & Lucke, F.-K. (1989). Antibacterial Activity of Lactobacillus sake Isolated from Meat.
Applied and Environmental Microbiology, 55(8), 1901-1906.

148



Capitulo lll

Shabala, L., Lee, S. H., Cannesson, P., & Ross, T. (2008). Acid and NaCl limits to growth of Listeria
monocytogenes and influence of sequence of inimical acid and NaCl levels on inactivation

kinetics. Journal of food protection, 71(6), 1169-1177.

Sharma, S., Garg, A., & Singh, G. (2010). Optimization of Fermentation Conditions for Bacteriocin
Production by Lactococcus lactisCCSULAC 1 on Modified MRS Medium. International Joumal
of Dairy Science, 5(1), 1-9.

Stiles, M. (1996). Biopreservation by lactic acid bacteria. Antonie van Leeuwenhoek, 70(2-4), 331-
345.

Sung, S.-Y., Sin, L. T., Tee, T.-T., Bee, S.-T., Rahmat, A. R., Rahman, W. A. W. A,, ... Vikhraman, M.
(2013). Antimicrobial agents for food packaging applications. Trends in Food Science &

Technology, 33, 110-123.

Talon,R., & Leroy, S.(2011). Diversity and safety hazards of bacteria involved in meat fermentations.

Meat science, 89, 303-309.

Todorov, S. D., & Dicks, L. M. T. (2005). Pediocin ST18, an anti-listerial bacteriodn produced by
Pediococcus pentosaceus ST18 isolated from boza, a traditional cereal beverage from

Bulgaria. Process Biochemistry, 40(1), 365-370.

Todorov, S. D., Dimitrov, F., Dora, B., & De Melo, G. (2010). Lactobacillus plantarum: Characterization

of the speciesandapplicationinfood production. Food Reviews International, 26, 205-229.

Todorov, S. D., Prévost, H., Lebois, M., Dousset, X., LeBlanc, J. G., & Franco, B. D. G. M. (2011).
Bacteriodnogenic Lactobacillus plantarum ST16Pa isolated from papaya (Carica papaya) —
From isolationto application: Characterization ofa bacteriocin. Food Research Intemational,

44(5), 1351-1363.

Turcotte, C, Lacroix, C., Kheadr, E., Grignon, L., & Fliss, I. (2004). A rapid turbidometric microplate
bioassayforaccurate quantification of lacticacid bacteria bacteriocins. International joumal

of Food Microbiology, 90, 283-293.

UNE 34824:1983. Leche.Determinacién del contenido en extracto seco total (1983). AENOR.

149



Capitulo I

Vazquez, J., Cabo, M., Gonzalez, M., & Murado, M. (2004). The role of amino acids in nisin and
pediocin production by two lactic acid bacteria. Enzyme and Microbial Technology, 34(3-4),

319-325.

Verellen, T. L. J., Bruggeman, G., Van Reenen, C. A., Dicks, L. M. T., & Vandamme, E. J. (1998).
Fermentation optimization of plantaricin 423, a bacteriocin produced by Lactobacillus

plantarum 423. Journal of Fermentation and Bioengineering, 86(2), 174-179.

Villegas, E., & Gilliland, S. E. (2006). Hydrogen Peroxide Production by Lactobacillus delbrueckii
Subsp. Lactis | at 5°C. Journal of Food Science, 63(6), 1070-1074.

Yang, R., & Ray, B.(1994). Factors influencing production of bacteriocins by lactic acid bacteria. Food
Microbiology, 11, 281-291.

Zeng, W.-C., Zhu, R.-X,, Jia, L.-R., Gao, H., Zheng, Y., & Sun, Q. (2011). Chemical composition,
antimicrobial and antioxidant activities of essential oil from Gnaphlium affine. Food and
chemical toxicology : an international journal published for the British Industrial Biological

Research Association, 49(6), 1322-8.

150



CAPITULO IV

Aplicacidn en carne de cerdo de un bioconservante obtenido a partir
de un cultivo starter de L. plantarum






Capitulo IV

IV. APLICACION EN CARNE DE CERDO DE UN BIOCONSERVANTE
OBTENIDO A PARTIR DE UN CULTIVO STARTER DE L. PLANTARUM

IV.1 INTRODUCCION

La composicion de la carne y sus caracteristicas fisicoquimicas posibilitan el
crecimiento de diversos microrganismos alterantes y patdgenos, entre los cuales se
pueden encontrar bacterias de los géneros Acinetobacter, Pseudomonas, Brochothrix,
Flavobacterium, Psychrobacter, Moraxella, Staphylococcus, Micrococcus y Clostridium,
ademas de bacterias acido-lacticas (BAL) y enterobacterias (Casaburi, Piombino, Nychas,
Villani, & Ercolini, 2015). Para evitar el crecimiento de estos microorganismos, se pueden
aplicar diferentes estrategias y métodos de conservacion, tales como la congelacidn, la
refrigeracion, la ionizacion, las altas presiones hidrostaticas, los conservantes quimicos y
la bioconservacion (Zhou, Xu, & Liu, 2010). Esta ultima técnica constituyeuna alternativa
alautilizaciéon deconservantes quimicos, los cualestienden a ser eliminados o sustituidos
en los alimentos, dada la demanda actual delos consumidores de alimentos minimamente

procesados y sin aditivos (Liicke 2000).

Los bioconservantes pueden aplicarse en la carne mediante la adicion de un cultivo
protector (produciéndose los compuestos antimicrobianos in situ) o bien, agregando los
metabolitos purificados o el caldo de fermentacién crudo del microorganismo productor
de sustanciasantimicrobianas (Hartmann, Wilke, & Erdmann, 2011). De cualquier modo,
la actividad antimicrobiana de los metabolitos depende de varios factores relacionados
con la complejidad dela estructura, composicidny propiedades fisicasde la carne (Aasen
et al.,, 2003; Devlieghere, Vermeiren, & Debevere, 2004; Vermeiren, Devlieghere,

Vandekinderen, & Debevere, 2006).

En la bioconservacién con cultivos protectores suelen utilizarse cepas de BAL
productoras de bacteriocinas. Por ejemplo, Albano et al. (2007), aplicaron cepas de P.
pentosaceus aisladas de un embutido tradicional (alheiras), demostrando actividad

antimicrobiana sobre L. innocua, atribuyéndola en parte a la produccidn in situ de
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bacteriocinas. Por su parte, Tomé, Gibbs, & Teixeira (2008) observaron resultados
similares sobre L. innocua en salmoén ahumado, utilizando como cultivos protectores
Enterococcus faecium ETO5, Lactobacillus curvatus ETO6 y P. acidilactici ET34.
Metaxopoulos, Mataragas, & Drosinos (2002), advirtieron que las salchichas inoculadas
con Leuconostoc mesenteroides L124 y L. curvatus L442, presentaban una reducciénen la
concentracion demicroorganismos alterantes (enterococos y Brochothrix thermosphacta)
sin modificarse las propiedades organolépticas del producto, lo cual es deseable cuando
se aplican cultivos protectores. Maragkoudakis et al. (2009), utilizaron como cultivos
protectores E. faecium PCD71 vy Lactobacillus fermentum ACA-DC179 en carne de pollo,
encontrando una reduccion significativa de Listeria  monocytogenes y Salmonella

enteriditis.

La desventaja en la utilizacién de cultivos protectores se encuentra en que en algunos
casos pueden ser dificiles de aplicar o inactivarse por el calor; ademas, en muchos casos
su efectividad no esta comprobada en los alimentos (Devlieghere et al.,2004). A pesar de
gue son abundantes los estudios que tratan sobre el potencial de las cepas productoras
de bacteriocinas como cultivos protectores en carne, pocas de ellas se comercializan. Se
debe considerar quelas cepas no productoras de bacteriocinas también representan una
alternativa valida como cultivos protectores, ya que también proporcionan un efecto
inhibitorio gracias a la produccion de acidos y a que estas cepas compiten con la flora

originalmente presente en el alimento (Devlieghere et al., 2004).

Otra forma de aplicar bioconservantes es a través de la adicion de bacteriocinas
purificadas. La mas utilizada es la nisina (Ananou et al., 2005), disponible como preparado
comercial para aplicarse en alimentos desde 1957, siendo aceptada internacionalmente
en 1969 por el comité de expertos en aditivos alimentarios de la FAO/WHO (Chen &
Hoover, 2003). Su efecto antimicrobiano en productos carnicos ha sido estudiado por
diversos autores, demostrando efectividad cuando seaplica solao con otros ingredientes.
Por ejemplo, Nattress, Yost, & Baker (2001), aplicaron nisinay lisozima en diferentes

proporciones en carne de cerdo (magro y grasa), observando un efecto inhibitorio sobre
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Carnobacterium y Brochothrix thermosphacta. Otro caso mas recientees el reportado por
Turgis et al. (2012), quienes observaron un efecto antimicrobiano sinérgico sobre L.
monocytogenes al aplicar nisinay radiacién en carne para salchichas. En otro estudio,
Wijnker et al.(2011), en basea sus resultados proponen que el tratamiento con nisinade
tripas naturales paraembutir, podria reducir lagerminacion deesporas de Clostridium. Sin
embargo, la nisina probablemente no sea la bacteriocina mas adecuada para la
bioconservacidn de |la carne, al contrariode lo que ocurre con los lacteos (Abee, Krockel,

& Hill, 1995), debido a que su efectividad se ve reducida a pH>5,0 (Ananou et al., 2010).

En diferentes estudios se han utilizado otras bacteriocinas como bioconservantes en
productos carnicos. Por ejemplo, |a enterocina AS-48, producida por Enterococcus faecalis
S-48 ha sido aplicadaen la bioconservacion desalchichas de cerdo, mostrando efectividad
sobre L. monocytogenes (Ananou et al.,2005). Jacobsen, Budde, & Koch (2003) aplicaron
leucocinas provenientes de una cepa de Leuconostoc carnosum en salchichas cocidas,
observando una reduccién de los recuentos de L. monocyotogenes durante 21 dias. Aasen
et al. (2003), reportaron inhibicién del desarrollo de L. monocytogenes durante tres
semanas en polloy salmoén ahumado al aplicar 3,5 pg/g de sakacina P (Winkowski,

Crandall, & Montville, 1993).

Aunque en laliteratura cientificase encuentran diversos estudios enlos queseaplican
efectivamente bacteriocinas en forma purificada, se debe considerar que su efecto
antimicrobiano se limita generalmente a bacterias Gram positivas (Winkowski etal.,
1993), y ademds pueden ser inactivadasen la carne (Hartmann et al., 2011). Por esto, en
muchos casos convendria la aplicacién delos caldos defermentacién crudos, debido a que
en este casose contaria con laventaja de aplicar enun solo producto antimicrobiano las
diferentes sustancias activas (incluyendo bacteriocinas), aprovechando asi el posible

efecto sinérgico entre ellas (Hartmann et al., 2011).

En base a estas consideraciones, en este capitulo se estudiara la aplicacién de

diferentes concentraciones del producto en polvo obtenido a partir del caldo de
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fermentacidn del cultivostarter L. plantarum, como bioconservante para carnepicada de

cerdo.

IV.2 OBIJETIVOS

En este capitulo se establecieron los siguientes objetivos:

=  Objetivo general:

- Determinar la efectividad como bioconservante del extracto libre de células
obtenido del proceso de fermentacién de L plantarum, estabilizado por

liofilizacidon (L-24FR), en la carne picada de cerdo.
=  Objetivos especificos:

- Evaluarel efecto de L-24FR sobre la microbiota autdéctona de la carnepicada de

cerdo.

- Determinar los cambios en las propiedades fisicoquimicas producidos al

incorporar L-24FR.

- Establecer las concentraciones efectivas que podrian aplicarse a la carne picada

de cerdo en funcion de los cambios microbioldgicos y fisicoquimicos.

IV.3 MATERIALES Y METODOS

IV.3.1 Plan de trabajo

El plan de trabajo seguido en el presente capitulo se muestra en la Figura IV-1. Se
determind la capacidad antimicrobiana in vivo del producto obtenido a través de la
liofilizacién del caldo de fermentacion de 24 h de L plantarum (L-24FR). Para ello, se
afiadieron diferentes concentraciones del bioconservante en carne picada decerdoy se

realizaron recuentos de aerobios mesofilos, bacterias acido-lacticasy enterobacterias. Asi,
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se determind el efecto de la dosis aplicada sobre el crecimiento de dichos
microorganismos durante el almacenamiento en refrigeracién. Del mismo modo, se
estudiaronlos cambios en el pH, la pérdida de agua por goteo y las propiedades épticas,
debidos a la adicion de L-24FR empleando las mismas condiciones dealmacenamiento que

en el andlisis microbioldgico.

Obtencidn del producto en polvo L-24FR
(Capitulo I11)

L

Efecto de L-24FR sobre la carne picada de cerdo

< b

2
oo

Bioconservante L-24FR
Concentraciones (g/kg):
2,5,10, 20, 30, 40, 50, 61

Carne picadade cerdo

~ b

&2
S

Almacenamientoa 4°C

= k]

~
Andlisis microbioldgico: Andlisis fisicoquimico:
Aerobios mesofilos pH
Bacterias acido-lacticas Pérdidade agua
Enterobacterias Propiedades épticas

Figura IV-1. Plan de trabajo del Capitulo IV

IV.3.2 Elaboracion del bioconservante L-24FR

El bioconservanteL-24FRseelabord a partir del caldo de fermentacion estabilizado por
liofilizacién de L. plantarum, segun el procedimiento descrito en el apartado I11.3.4.
Explicado brevemente, parala obtencidondel bioconservante, seinocul4 800 mL de caldo
De Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (Scharlau, Barcelona, Espafia) con un cultivo de L.
plantarum (2%) de 24 h de fermentacidn, y seincubd en estufa a 37°C por 24 h. Finalizado

este tiempo, el caldo producido se centrifugd (15557¢g, 10 min, 4°C) en una centrifuga
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eppendorf 5804 R (Hamburgo, Alemania)y sefiltré con membranas de polietersulfona de
0,22 um (Pall Corp., Michigan, EEUU) para obtener el extracto libre de células (CFE). Luego
de adicionar dextrina (Josefa Estellés Mayor S.L., Valencia, Espafia) al 10% (p/v) como
soporte, el CFE se liofilizé en un equipo liofilizador LyoAlfa-6 (Telstar, Barcelona, Espaia)
para obtener un producto en polvo, el cual se envasd a vacioy se almacend a -18°C hasta

Su uso.

IV.3.3 Preparacion de las muestras

Se utilizd carnemagra de cerdo (magro de cabeza) comprada en un comercio local. Se
picé asépticamente en una picadora de alimentos Moulinex DP700 (Francia), se
homogeneizd y se separd en porciones a las que seles afladid diferentes cantidades de L-
24FR, a concentraciones de 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 g/kg. Las muestras se
homogeneizaron manualmente con una espdtula estéril durante 2 minutos.
Paralelamente, se prepard una muestra control sin L-24FR (0 g/kg). Las muestras se
almacenaron en botes estériles con tapa, a 4°C durante 8 — 9 dias. El peso de todas las

muestras se fijé en 8011 g (incluyendo el bioconservante).

Para cada concentracion, seprepararon dos muestras para ensayos microbioldgicosy

tres para anélisis fisicoquimicos.

IV.3.4 Analisis microbiolégico

IV.3.4.1 Recuentos microbianos

Se extrajeron asépticamente 1011 g de cada muestra, que se homogeneizaron en
stomacher (IUL Instruments, Barcelona, Espafia) con agua de peptona tamponada
(Scharlab, Barcelona, Espafia). Se prepararon diluciones decimales seriadas pararecuento

en placa.
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Los microorganismos analizados, las condiciones deincubaciénylos medios de cultivo
empleados fueron los siguientes: aerobios mesdfilos, en Plate Count Agar (Scharlau,
Barcelona, Espafia), incubando a 30°C por 48 h (UNE-EN ISO 4833-1:2013);
enterobacterias, en agar VRBD (Scharlau, Barcelona, Espafia), a 37°C por 24 h de
incubacion (UNE 34-557-83)y bacterias acido-lacticas, en agar MRS (Scharlau, Barcelona,

Espafia), incubando a 30°C durante 48 h (1SO 15214:1998).

IV.3.4.2 Modelizacion de las curvas de crecimiento

Los valores de los recuentos se ajustaron al modelo de Baranyi & Roberts (1994) (Ec.

IV-1y Ec. IV-2), empleando DMFit web-edition de Combase (http://www.combase.cc/).

1 eM 4 maxAlt) _ 1 Ec. IV-1
y(t) =Yo + umaXA(t) - all’l(l + m)
In(e=*maxt + e~ho _ g—vt=hyg Ec. IV-2
A =t+ ( )
M max

Donde y(t) = concentracion de células (log ufc/g) a un tiempo t(d), yo = concentracion
de células (logufc/g) para t=0 d, umax = velocidad maxima especifica decrecimiento (1/d),
m = parametro de curvatura para caracterizar el paso desde la fase exponencial, v =
parametro de curvatura que caracteriza la transicién hacia la fase exponencial, ho =
pardmetro que cuantifica el estadofisioldgico inicial delas células. Para los pardmetros de
curvatura,sesugierev=pma Yy m =1, de manera que sereduzca el nimero de parametros.
Asi, el tiempo de latencia A(d) se puede calcular como A(d) = ho/umax (Grijspeerdt &
Vanrolleghem, 1999). Por otra parte, se obtuvieron los parametros estadisticos R2 =

coeficiente de correlacién y SE = Error estandar del ajuste.

IV.3.4.3 Modelizacion de las curvas de inactivacion

En los casos enlos que se presentd un comportamiento decreciente de los recuentos

microbianos, el ajuste de los datos serealizé empleando los siguientes modelos:
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a. Modelo de Baranyi & Roberts (1994) modificado:seobtiene a partir de laimagen
especular dela curva que proporcionael modelo decrecimiento (Ec. IV-1) (Baranyi
et al.,1996). De esta forma se puede describir una curvadeinactivacidonenbasea

los mismos parametros del modelo de crecimiento.
b. Modelo de Geeraerd, Herremans, & Van Impe (2000) :

Yo e ~Kmax't . gkmax'S Ec. IV-3
)= (1 + (ekmax'S — 1)) - @~ Kkmax't

y(t

Donde: y(t) = poblaciénresidual (logufc/g)a un tiempo t (d), yo= poblacidninicial
(log ufc/g), kmax = tasa de decrecimiento (log ufc.g1.d"1),S = duraciéndela fasehombro

(d).
c. Modelo de Weibull (Mafart, Couvert, Gaillard, & Leguerinel, 2002):

£y’ Ec. IV-4
logy(t) = logy, — () ‘

Donde: y(t) = poblacidn residual, yo = poblacidn inicial, t = tiempo (d), 6 = tiempo

para lograr la primera reduccidn decimal, p = pardmetro de curvatura.
d. Modelo bifasico (Cerf, 1977):
logy(t) = logy, + log(f x e kmax1't 4 (1 — f) x e~Kmaxz2't) Ec. IV-5

Donde: y(t) = poblacion residual, yo = poblacidn inicial, t =tiempo (d), f = fraccién
de la poblacidninicial en una subpoblacién mayor (1-f) =fraccién dela poblacidninicial
en una poblacion menor, kmax1, Kmax2 = tasas deinactivacion especificas (1/d) delas dos

poblaciones.

En el caso del modelo de Baranyi y Roberts modificado (a), se utilizd la herramienta

DMFit web-edition de Combase (http://www.com base.cc/) para la modelizacién, como se
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comenté en el apartado 1V.3.4.2. En cuanto a los modelos b, c y d, se utilizd el
complemento para Microsoft Excel GinaFit (A. Geeraerd, Valdramidis, & Impe, 2005). En

todos los casos se obtuvo el coeficiente de correlacion (R2) y el error estandar (SE).

IV.3.5 Anadlisis fisicoquimico

Las determinaciones fisicoquimicas (pH, perdida de agua por goteo y propiedades
Opticas)serealizaron en muestras preparadas por triplicado, almacenadasa 4 °C durante

el estudio. Los analisis se efectuaronalos 0,2,6y 8 d.

IV.3.5.1 pH

Se utilizé un pHmetro micropH 2001 (Crison Instruments, S.A., Barcelona, Espafia) con

un electrodo de puncién Crison 5231. La mediciénserealizd en tres puntos de la muestra.

IV.3.5.2 Pérdida de agua por goteo

Se empled el método gravimétrico de Honikel (1998), que consisteen colocar dentro
de unared una porciénde carney mantenerla dentro en un recipiente cerrado, de modo
que el agua que pierde la muestra por goteo pueda caer y depositarse en el fondo del

envase. Asi, la pérdida de agua por goteo se determina como:

m m
%DL = _0 "t x 100 Ec. IV-6
m

Donde: DL = pérdida agua por goteo (%), m: = masa de la muestra (g) para untiempo t

(d), mo =masa de la muestra (g) parat=0d.

IV.3.5.3 Propiedades dpticas

Se determinaron las coordenadas CIE-L*a*b* (CIE, 1986) y los espectros del
reflectancia (%) (SCE) de las muestras por medio de un colorimetro Konica Minolta CM-

700d (Minolta Corp., New Jersey, EEUU), utilizando mascarade 8 mm, iluminante D65 y
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observador 10°. Se realizaron 10 medidas de la superficie de las muestras, previamente
extendidas uniformemente en unrecipienteplanohasta alcanzar 2 cm deespesor. A partir
de dichas medidas secalculd ladiferenciadecolor (Ec.1V-7) y el cocientede la reflectancias

a 630y 580 nm (Ec. IV-8).
AE =L —L)?+ @ —a3)? + (b* —b:)? |2 Ec. IV-7

%Reflectancia 630 nm Ec. IV-8
%Reflectancia 580 nm

R630/580 =

IV.3.6 Analisis estadistico

El tratamiento estadistico delos datos serealizd con Statgraphics Centurion XV versién
15.2.06 (Manugistics Corp., Rockville, Md.), utilizando un nivel de confianza de 95%. Se
efectuaron ANOVAs para evaluar la significacion de los factores y sus interacciones.
Cuando estos resultaron significativos se analizaron las diferencias entre los distintos
niveles mediante la prueba de multiple rangos, utilizando el test de Tukey (HSD) para

discriminar entre las medias.

IV.4 RESULTADOS Y DISCUSION

IV.4.1 Efecto de L-24FR sobre la microbiota de la carne picada de cerdo

Los ensayos de capacidad antimicrobiana de L-24FR se realizaron por etapas,
comenzando por las concentraciones mas altas, de 40, 40 y 60 g/kg. Al comprobar la
actividad antimicrobiana a estas concentraciones, setestaron dosis de20y 30 g/kg. Como
se observé que aun se conseguia un efecto antimicrobiano, en una tercera etapa se
utilizarondosisde 2,5y 10 g/kg, conla finalidad de conocer las concentraciones minimas

capaces de inhibir el desarrollo delos microorganismos presentes en la carne.
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El efecto observadode L-24FR sobreaerobios mesdfilos,semuestra en la Figura IV-2.
En el casodela muestra control se produjoun aumento constante de los recuentos hasta
el quinto dia de almacenamiento, y una notable diferencia con respecto a las muestras
con 40,50y 60 g/kg de bioconservante (Figura I1V-2a). Asi, observé una notablereduccion
de yr, de 1,2 — 1,6 log ufc/g al final del almacenamiento, mientras que yo disminuyd
aproximadamenteuna unidad logaritmica (TablalV-1). Dada lasuperposicion delas curvas
de 40, 50 y 60 g/kg, se entiende que estas dosis de L-24FR, son iguales en cuanto a la

capacidad inhibitoria sobre aerobios mesofilos.
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Figura IV-2. Efecto de diferentes concentraciones (g/kg) de L-24FR sobre aerobios meséfilos en
carne picada de cerdo
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Tabla IV-1. Pardmetros del modelo de crecimiento (Baranyi & Roberts, 1994) de aerobios
mesoéfilos en carne picada de cerdo con diferentes concentraciones de L-24FR

(fgc;rk]; (log Zofc'g’l) (log :;c-g’l) Ad) (log uﬁ?ﬁ;*d’l) S ke
0 544+0,20 9,13+0,17 - 0,72+0,08 0,364 0,943
2 539+0,12  9,19+0,10 - 0,77+0,05 0,985 0,190
5 526+0,17  9,40+0,19 - 0,70+0,06 0,974 0,268
10 523+0,09 9,11+0,08 - 0,71+0,04 0,992 0,136
20 579+0,08 808+0,06 1,6+0,2 1,00£0,14 0,112 0,989
30 565+0,10 7,87+0,07 2304 0,99+0,22 0,134 0,984
40 4,28+0,07 7,86+0,16 0,9+0,3 0,53+0,03 0,101 0,995
50 434+0,07 7,82+021 1,1+03 0,52+0,04 0,110 0,994
60 432+005 7,53+0,09 1,2+0,2 0,54+0,03 0,084 0,99

El efecto antimicrobiano observado puede deberse, como se comentd en el capitulo
anterior, ala presencia de acidolactico. El lactato, puede pasaratravés de la membrana
en suforma no disociadayalingresarenlacélula,sedisociareduciendo el pHinternoyla

actividad de agua (Lemay et al., 2002).

A continuacién, dado el poder antimicrobiano observado, se utilizaron
concentraciones de 20y 30 g/kg (Figura IV-2b), obteniéndose en este caso,como era de
esperarse, una reduccion menos marcada de yf (~1 log ufc/g a los 8 dias de

almacenamiento), sin diferencias en yo con respecto a la muestra control (Tabla IV-1).

Por Gltimo, al utilizar concentraciones de 2, 5 y 10 g/kg, el efecto antimicrobiano se
redujo notablemente, obteniéndose una yr de la misma magnitud que en la muestra
control (Tabla IV-1). A diferencia de lo observado con las concentraciones mayores, las
curvas de crecimiento no presentaron fase de latencia, debido a que en este caso la
concentracion de acidoy el pH no ejercerian un efecto antimicrobiano sobre aerobios
mesofilos. Estos resultados sonsimilaresa los de Allen, Russell, y Fletcher (1997), quienes
observaron una disminuciéndela fase de latencia de los microorganismos psicrotroficos,

al aumentar el pH de la carne.
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El efecto antimicrobiano de L-24FR aln a concentraciones bajas podria tener
aplicaciones interesantes si se combinara con otras técnicas de conservacién, lo que se
conoce comunmente como tecnologia de los obstaculos o “Hurdle technologies”
(Hartmann et al., 2011). Asi, la aplicacion de técnicas de conservacién simultaneas como
el envasado en atmésfera modificada, ola adicidn de otros ingredientes antimicrobianos
(sal y/o especias) podrian servir como estrategia para la extension de la vida util del

producto.

Las curvas decrecimiento delas enterobacterias en las muestras con L-24FR mostraron
en general un comportamiento diferenciado en comparaciénconla dela muestra Control,
como puede observarseen la Figura IV-3. Cuando se utilizaron concentraciones de 40, 50
y 60 g/kg (Figura IV-3a), se produjo una disminucidn progresiva de los recuentos en el
transcurso del tiempo (velocidad de crecimiento negativa, como seindicaen la Tabla IV-
2). Asi, parat = 8 d se obtuvo unareducciénde 5,5 y 5,8 unidades logaritmicas para 40y
50 g/kg con respecto a la muestra control,y de 6,5 unidades logaritmicas en el caso de 60
g/kg, demostrandose de esta forma el importante efecto antimicrobiano delL-24FR sobre

las enterobacterias.
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Figura IV-3. Crecimiento de enterobacterias en carne picada de cerdo tratada con diferentes
concentraciones de L-24FR

Al reducir las concentraciones a 20y 30 g/kg (Figura IV-3b), se produjo una fase hombro

de unos 7 dias, y una fase exponencial de inactivacion a partir de dicho valor de tiempo,

dado que produce una velocidad de crecimiento decreciente. Por otra parte, a

concentracionesde2, 5y 10 g/kg (Figura IV-3c), ain se mantiene el efecto antimicrobiano

de L-24FR aunque se reduce drasticamente, al alcanzarseuna disminucién deysde 0,9 log

ufc/g con 5y 10 g/kg, siendo inefectiva la dosis de 2 g/kg.
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Tabla IV-2. Pardmetros de los modelos de crecimiento e inactivacion de enterobacterias en carne
picada de cerdo con diferentes concentraciones de L-24FR

((;7?; (log zofog’l) (log Lﬁog’l) S (d) (Io;l foézn’?xd’l) S R?
0* 3,47+0,22  7,46%0,22 - 0,70+0,09 0,393 0,950
2% 357+0,12  7,35+0,13 - 0,66 +0,05 0,194 0,984
5* 3,47+0,19  6,50%0,16 - 0,58+0,08 0,288 0,947
10* 3,27+0,20  6,56+0,19 - 0,60+0,08 0,310 0,947

20** 3,79+ 0,09 - 7,0£1,5 0,54+032 0,1705 0,701

30%** 3,40+0,11 - 7,2+1,3 1,21+£0,82  0,2464 0,782

4O**** 2,84+0,17 -0,14+0,07 10+28 -0,139+0,067 0,336 0,567
50% 2,55+0,13  1,72+0,11 - -0,214+0,077 0,217 0,711
60* 2,55+ 0,06 - - -0,183+£0,012 0,115 0,962

Modelos: *Baranyiy Roberts, 1994**Geeraerd et al. 2000. ***Mafart et al. 2002: Weibull. ****Bifasico

Aunque las enterobacterias sean conocidas por su capacidad de adaptarse a
condiciones acidas moderadas (pH=5) (Signorini, Ponce-Alquicira, & Guerrero-Legarreta,
2006), es dificil hacer generalizaciones sobre su comportamiento, como apuntan Gill &
Newton (1982),ya que incluyeun gran nimero de especies. En su estudio, estos autores
observaron una inhibicién del 20% de las cepas de enterobacterias inoculadas en agar
nutritivo con acido lactico (pH 5,5) (T=2°C). Destacan ademas, el importante efecto de la
temperatura sobre el crecimiento de estos microorganismos, siendo parcialmente
inhibidos a temperaturas de refrigeracién, a diferencia de otros microorganismos
psicrotréficos como las pseudomonas. De cualquier modo, como ocurre con otros grupos
microbianos, las diferentes cepas que componen las enterobacterias pueden desarrollarse
a temperaturas diferentes, siendo algunas de ellas capaces de crecer en refrigeracion
(Borch, Kant-Muermans, & Blixt, 1996), lo cual representa una ventaja competitiva frente

a otros microorganismos en la carne almacenada en frio.

Desde el punto de vista de la bioconservacion de la carne, es interesante el efecto
antimicrobiano observado sobre las enterobacterias, debido a que agrupan géneros de
microoganismos patégenos como Salmonellay algunos microorganismos alterantes, entre

los que destacan Hafnia alvei y Serratia liquefaciens, los cuales producen aminas y
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decoloracidnenlacarne (Doulgeraki, Paramithiotis, & Nychas,2011). Las enterobacterias
estarianimplicadas ademdsen la produccién deolores propiosdela alteracién dela carne,

como la acetoina, diacetilo y 3-metil-butanol (Borch etal., 1996).

En el casode las bacterias dcido-lacticas (BAL) (Figura 1V-4), se observd una importante
fase de latencia cuando se utilizaron 40 g/kg (Figura 1V-4a), demostrando dificultades de
adaptacion de estos microorganismos a las condiciones acidas del medio debido a la
incorporaciondeL-24FR. Mantener el pH en un valor bajo puedeafectar el crecimiento de
las BAL, debido al dafio celulary pérdida de la viabilidad que se produce (Hutkins &
Nannen, 1993). Este efecto fue mas importanteal utilizarconcentraciones de’50 0 60 g/kg,
ya que se observé un descenso marcado de los recuentos, aunque a partir del sexto dia de
almacenamiento se produjo una recuperacién de los mismos. Signorini et al. (2006)
observaron también una reduccion de los recuentos de BAL en carne tratada con acido
lactico (200 mg/100 g), encontrando una reduccidon de una unidad logaritmica en
comparacion con la muestra control durantelos primeros 4 dias a 4°C. La recuperacion de
los recuentos a partir del sexto dia de almacenamiento puede deberse a la habilidad de
las BALde adaptarsea condiciones dcidasregulando el pHintracelular (Hutkins & Nannen,
1993; Serrazanetti, Guerzoni, Corsetti, & Vogel, 2009), de manera que podrian crecer en

la carne tratada con L-24FR.
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Figura IV-4. Crecimiento de bacterias acido-lacticas en carne picada de cerdo tratada con
diferentes concentraciones de L-24FR

Al disminuir la concentracién de bioconservante a concentraciones entre 2 y 30 g/kg
(Figura IV-4b y Figura IV-4c), se produjo un crecimiento de las BAL a niveles similares o
superiores al encontrado en la muestra control. Esto puede deberse a que los grupos
microbianos que dominan en la carne dependerian de la presencia de L-24FR. Asi,
tomando en cuenta que la muestra control no se encuentra acidificada (ausencia de L-
24FR), en ella se produciria el crecimiento de grupos microbianos entre los que se
encontrarian aquellos que podrian estar afectados por la presencia de acidoy por la
disminucion del pH, mientras que en las muestras con L-24FR, se favoreceria el

crecimiento de microorganismos capaces de crecer en un entorno acidificado, como las
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BAL. En consecuencia, en el caso de las muestra control crecerian diferentes grupos
microbianos que podrian ejercer un efecto antagdnico sobre las BAL, limitando su
crecimiento, lo cual explicaria quelos recuentos de BAL en la muestra control en |a Figura
IV-4c seaninferiores a los delas muestras con bioconservante. En cambio, la presencia de
L-24FR a las concentraciones de2, 5y 10 g/kg favoreceria que las BAL se convirtiesenen
la flora dominante, pudiendo crecer entonces a niveles superiores a los encontrados enla
carne sin bioconservante. La capacidad de estos microorganismos de convertirse en la
flora dominante, puede atribuirse en muchos casos al efecto antagonista que producen
sobre otros microorganismos, afectando su desarrollo debido a la competencia por
nutrientes o a la produccién de sustanciascon actividad antimicrobiana (Calix-Lara etal.,,
2014; O’Sullivan, Ross, & Hill, 2002). Adicionalmente, algunas BAL son psicrotroficas,
siendo entonces capaces de crecer a temperatura de refrigeracion (Calo-Mata et al,
2007), mientras que otros microorganismos alterantes como las enterobacterias o

Brochothrix thermosphacta, se inhiben a temperaturas bajas.

Tabla IV-3. Parametros delmodelode crecimiento de Baranyi & Roberts (1994) bacterias acido-
lacticas (BAL) en carne picada de cerdo con diferentes concentraciones de L-24FR

ke (ogutcg) (ogafcey M@ (op "Jafi.';"f.}l) SE R

0 3,18+ 0,32 5,64+ 0,25 - 0,50+ 0,14 0,571 0,769
2 2,98+ 0,28 1,8+ 0,8 0,64+ 0,09 0,411 0,932
5 2,97 £0,26 - 1,7+0,7 0,71 £ 0,08 0,382 0,953
10 2,88 +£0,24 - 1,8+0,7 0,69 + 0,07 0,350 0,957
20 3,82+ 0,07 5,63+0,04 - 0,57+ 0,05 0,093 0,984
30 3,94+ 0,07 5,55+ 0,08 - 0,26+ 0,03 0,119 0,966
40 2,27+ 0,08 - 5,7+ 0,4 0,66+ 0,12 0,202 0,904
50 No converge*

60 No converge*

*Los datos no se ajustan al comportamiento clasico. Los puntos no convergen a ningin modelo utilizado.

Aunqgue la proliferacién de las BAL en el alimento no perjudicaria la seguridad del
mismo, podria comprometer su calidad organoléptica debido a la produccién de

sustancias sensorialmente indeseables, como acido acético, diacetilo, acetoina y sulfuro
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de hidrogeno entre otros. La aparicion deestas sustanciassueleocurrir en condiciones de
baja concentraciéon de glucosa (como ocurre en los productos carnicos) en las que

predomina el metabolismo heterofermentativo (Borch et al.,1996; Casaburietal.,2015).

IV.4.2 Efecto de L-24FR sobre las propiedades fisicoquimicas de carne picada
de cerdo

IV.4.2.1 Efecto sobre el pH

En la Figura IV-5 semuestra el efecto dela concentracién deL-24FRsobre el pH durante
8 dias de almacenamiento. En la muestra control y en las muestras con 2 - 20 g/kg de L-
24FR, los valores iniciales de pH se situaron dentro del rango normal del pH de la carne,
entre 5,6 y 6,2 (Prandl & Escobar,1994). Para concentraciones superiores se obtuvo una

disminucion de su valor, ubicandose fuera de dicho rango.

pH
7,0
6,5
6,0
55
50
4,5
4,0
3,5
3,0

t(d)
mOg/kg m2g/kg m5g/kg m10g/kg ™20 g/kg ™ 30g/kg  40g/kg ™50 g/kg ™ 60 g/kg

*Letra diferenteindica diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey en el ANOVA multifactorial.
Mayuscula: factor Concentracién. Minuscula: factor tiempo.

Figura IV-5. Cambios enel pHdurante el almacenamientode carne picada de cerdo tratada con L-
24FR

La concentracion de bioconservante mostré un efecto significativo (p<0,001,

F=177,67), aungue no se encontraron diferencias (p>0,05) entre la muestra control y
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aquellascon2y 5 g/kg. Esto podria deberse a que la capacidad amortiguadora del pH de
la carne (Carroll, Alvarado, Brashears, Thompson, & Boyce, 2007) sélo es efectiva a éstas
concentraciones. Por otra parte, el tiempo no tuvo un efecto significativo (p=0,0907,
F=2,14), mientras que la interaccion entre los dos factores fue significativa (p<0,001,

F=3,61).

La carnecon 20,30y 40 g/kg de L-24FR mostré una disminucidén continua del pH desde
el inicio hasta el sexto dia, sin diferencias significativas entre las tres concentraciones
(p>0,05). Esto puede deberse a que la difusion del bioconservante, y por tanto del adcido
en la carne, se produjo de forma gradual. En el caso de las concentraciones de 50 y 60
g/kg, no se obtuvieron diferencias significativas entre estos tratamientos (p>0,05).
Aplicando estas dosis, el pHsemantuvo en suvalor mas bajo (pH5,0910,1) desde el dia 0,
posiblemente debido a que la concentracion de acido fue muy elevada, venciendo el

efecto amortiguador de pH de la carne de forma inmediata.

Los cambios en el pH de la carne al incorporar L-24FR se corresponden con los
resultados de actividad antimicrobiana discutidos en la seccién 1V.4.1, debido a que, en
general, se obtuvieron recuentos inferiores y valores menores de pH al aumentar la

concentracion de bioconservante.

IV.4.2.2 Perdida de agua por goteo

En la Figura IV-6 seobserva que a medida que aumento |a concentracién de L-24FR se
produjo un aumento significativo (p<0,001, F = 71,54) en la pérdida de agua por goteo,
posiblemente debido al descenso del pH que se obtiene al aumentar la dosis del
bioconservante (Figura IV-5). Asimismo, el tiempo influyd de forma significativa (p<0,001,
F=89,82), lo cual es de esperarse debido a que la pérdida de agua por goteo es un
fendmeno fisico quedepende del tiempo que tarda el agua ensalir dela muestra decarne
y caer por efecto de la gravedad. No se obtuvo interaccién significativa entrelos factores

concentracién y tiempo (p=0,3914, F=1,11).
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La capacidad de retencidn de agua de la carne disminuye a medida que desciende el
valor depH, hasta llegara unvalor minimo de ~5,0, que correspondeal punto isoeléctrico
de la actomiosina (Brewer, 2010). Dado que el pH de lacarnecon 50 y 60 g/kg de L-24FR
alcanzé un pH de 5,09+0,1, estas dosis no fueron utilizadas en el ensayo de pérdida de
agua, puesto que se esperaban pérdidas de agua muy superiores al resto de
concentraciones utilizadas en el estudio. Ya en el caso de la carne con 30 y 40 g/kg, se
alcanzaronvalores de pH cercanos al punto isoeléctricodela miosina (pH =5,3) (Brewer,
2010) durante todo el almacenamiento (Figura 1V-5), de modo que la capacidad de
retencion de agua estaria préxima a su valor minimo (Cheng & Sun, 2008). Por ello, en
dichas muestras se obtuvo un aumento significativo (p<0,05) de la pérdida de agua en
comparacién con la muestra control. Sélo las concentraciones bajas (2, 5 y 10 g/kg)
permitirian mantener la capacidad de retencidn de agua del producto, ya que en estos
casos no se observaron diferencias significativas (p<0,05) en el %DL con respecto a la

muestra control.

% (W/w)
o r N W H»N U1 o N

t(d)
BO0g/kg M2g/kg S5g/kg M10g/kg ®W20g/kg 30 g/kg 40 g/kg

*Letra diferente indica diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey en el ANOVA multifactorial.
Mayuscula: factor Concentracién. Minuscula: factor tiempo.

Figura IV-6. Perdida de agua por goteo (%) de la carne picada de cerdo con diferentes
concentraciones de L-24FR
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IV.4.2.3 Propiedades dpticas

La diferencia de color con respecto a la muestra control (AE) presentd un
comportamiento dependiente de la concentracion de L-24FR (p<0,05, F=260,49) (Figura

IV-7), observandose valores mayores a medida que aumentd la concentracion.

12

m2g/kg

m5g/kg

10g/kg

H 20 g/kg

m30g/kg

40 g/kg

t(d)

*Letra diferente indica diferencias significativas (p<0,05) seguin el test de Tukey en el ANOVA multifactorial.
Mayuscula: factor Concentracién. Minuscula: factor tiempo.

Figura IV-7. Diferencias de color (AE+ SE) con respecto a la muestra control (Og/kg) de carne picada
de cerdo tratada con L-24FR durante el almacenamiento

Los cambios en el color de la carnepodrian deberse a que el producto antimicrobiano
en polvo adquiereel color pardo del caldo defermentacién del cual proviene, una vez que
se ha hidratado con al agua presente en la superficie de la carne. Adicionalmente, la
modificacion del color puede atribuirse a la formacion de metamioglobina como
consecuencia de la disminucion del pH, lo cual es especialmente importante para valores
inferiores a 6,0 (Shikama & Sugawara,1978), lo cual ocurrea concentraciones entre 20 y
60 g/kg del bioconservante (Figura IV-5). Por otra parte, el pardeamiento de la carne
puede producirse a partir de la formacion de aldehidos (oxidacion de lipidos), los cuales
producen cambios conformacionales en la mioglobina que favorecen su oxidacion

(American Meat Sience Association, 2012).
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El incremento de AE en el almacenamiento (p<0,001, F= 23,72) puede deberse a que
el bioconservantesedifundiria progresivamenteen el producto carnico duranteel tiempo,
de manera que los cambios en el color comentados anteriormentese producirian deforma
gradual. Estos cambios son dependientes de la concentracién utilizada, observandose que
con 20,30y 40 g/kg, lavelocidad decambio de AE fue mayor a medida que transcurrid el
tiempo de almacenamiento. Asi, seobtuvo una interaccion significativa entre los factores

tiempo y concentracién (p=0,0314, F=1,84).

Dada la heterogeneidad de la muestra, el color medido (como coordenadas L*a*b*)
comprende los diferentes componentes de la carne,comoson las fibras musculares, grasa
y tejido conectivo. Por ello, los valores de L*a*b no proporcionan informacion suficiente
sobre los cambios quese producen individualmente en los diferentes componentes de la
carne. Una alternativa para determinar la variacién del color de forma cualitativaes a

través de los espectros de reflectancia.

En la Figura IV-8 se observan los cambios de los espectros de la muestra control
durante el almacenamiento (a)y en las muestras con bioconservantea los 8 dias (b). En el
casodela muestra Control, seobtuvo una evolucidnimportante a partir de los 6 dias, con
un aumento de la reflectancia entre los ~470 — 520 nm y los ~610 — 720 nm,
correspondientea |los tonos azules y verdes en el primer caso, yen el segundo, alaregién
de los amarillos (~580—-600 nm), naranjas (~600—-650 nm) y rojos (~650 — 740 nm). Esto
indica quelacarne,en el transcurso del tiempo adquiere un color mas verde pero a la vez
mas naranja yrojo,locual puede relacionarse con la formacidén de metamioglobina (color
pardo). Por otro lado, en las muestras con bioconservante (Figura IV-8b) se obtuvo un
incremento mucho mayor de las reflectanciasa partir delos ~520 nm cuando aumenté la
concentraciénde L-24FR, lo que le implicaria tonos mas amarillosy rojos, probablemente

debido al color de L-24FR.
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Figura IV-8. Cambios enlos espectros de reflectancia enlaregiéndel visibleenla carne de cerdo:
(a)sinL-24FR (0 g) durante el almacenamiento, y (b) para diferentes concentraciones de L-24FR a
los 8 dias de almacenamiento

Los cambios enlos pigmentos de la carne pueden expresarsede forma cuantitativa en
funcion del cociente de las reflectancias a 630y 580 nm (Re30/580), que representa una
manera de expresar el grado de “rojez” de la carne,de modo que esta relacionado con las
concentraciones de OMb, DMb y MMb (American Meat Sience Association, 2012). Un
valor de 1,0 representaria 100% MMb, mientras que valores mas altos indicarian mayor
concentracién de OMb o DMb (no es especifico de la OMb debido a que la DMb es mas

roja que la MMb a 630 nm) (American Meat Sience Association, 2012).

En la Figura IV-9 se observa los cambios de Rs30/580 €n el tiempo seguin la concentracion
de bioconservante utilizada. El analisis estadistico de los datos indicé un efecto
significativo del tiempo (p<0,001, F=19,40), aunque parat=0 y 2 d, la carne mantiene
aproximadamente el mismo valor de Re30/580 paratodas lasconcentraciones ensayadas. A
partir del sexto dia de almacenamiento comienza a producirseun descensosignificativoa
concentraciones de 20, 30 y 40 g/kg de bioconservante con respecto a la muestra control.
Estas diferencias se agudizan en el octavo dia. Esto indica, como se ha comentado
anteriormente, una disminucidon dela reflectanciaenlalongitud deonda correspondiente
al colorrojoy/ounaumento en las longitudes deonda a 580 nm, lo cual indicaria un tono

mas amarillo. La concentracién de bioconservante también mostré un efecto significativo
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(p<0,001, F=20,36) asicomo la interaccién entrelos factores (p<0,001, F=13,21), de modo
similar a loobservado con AE. Debe tomarse en cuenta, como se menciond anteriormente,
que los cambios de colory por tanto de Rs3o/580, pueden deberse en gran medida no sélo
a los cambios en los mioglobina debido a la oxidacidn, sino también a la coloracién que

adquiere la carne debido a la incorporacién del L-24FR.

3,5
ab = 0 g/kg
30 Ca Aa
’ Aa Ba 5 G cala ABaBa Ca Ca BhBb m2 g/kg
A Ca Ba C I b]:
g 25 I I ABT T o 5g/kg
B o 10 g/kg
< 2,0 I
b = 20g/kg
1,5 i 30 g/kg
1,0 m 40 g/kg
0 2 6 8

t(d)

*Letra diferente indica diferencias significativas (p<0,05) segutin el test de Tukey en el ANOVA multifactorial.
Mayuscula: factor Concentracion. Minudscula: factor tiempo.

Figura IV-9. Cociente de lasreflectancias a 630y 580 nm (Re30/580) durante el almacenamiento de la
carne de cerdo tratada con L-24FR a diferentes concentraciones

Los atributos a* y b* suelen estar relacionados con el estado dela mioglobina, mientras
que la luminosidad (L*) se asocia a las caracteristicas estructurales del musculo,
especificamente a la capacidad de la carne de dispersar la luz incidente (Hughes, Oiseth,
Purslow, & Warner, 2014). En las muestras analizadas, el valor de L* aumentd con la
concentracién de bioconservante (p<0,001, F=115,84) y el tiempo de almacenamiento
(p<0,001, F=38,75), como seindica en la Figura IV-10, con interaccidn significativa entre
estos factores (p<0,001, F=3,67), observandose que los cambios mas importantes se
comienzan a producir a partir del sexto dia, y se acenttan al octavo dia, de forma similar

a lo ocurrido con Re30/580.
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*Letra diferenteindica diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey en el ANOVA multifactorial.
Mayuscula: factor Concentracién. Minuscula: factor tiempo.

Figura IV-10. Cambios enlaluminosidad (L*) durante el almacenamiento de la carne de cerdo
tratada con diferentes dosis de L-24FR

Es destacable que desde el dia 0, la luminosidad de las muestras con 30 y 40 g/kg es
significativamente superior (p<0,001) a la de la muestra control, a diferencia de lo
observado conlas otras concentraciones. Esteaumento de la luminosidad indicariaquela
carne posee una estructura mas relajada y abierta (mayor dispersién de la luz), lo cual
produce una tonalidad mas paliday una menor capacidad de retencion de agua (Hughes
et al.,2014).Estos cambios en las propiedades dela carneson dependientes del pH, y han
sido observados en carnes PSE (Pale Soft Exudative) (Leach, Ellis, Sutton, McKeith, &
Wilson, 1996). En el presente estudio, la disminucion del pH al incorporar el
bioconservante (Figura IV-5) produjo caracteristicas propias deeste tipo de carne, debido
a que los cambios en el pH estuvieron acompafiados de mayor palidez (aumento de L*) y
un incremento de la exudacién deagua, como se comentd en el apartado 1V.4.2.2, lo cual

produciria un aumento de la luminosidad.

IV.5 CONCLUSIONES

El producto L-24FR puede ser utilizado como bioconservante en carne de cerdo, dadas

sus propiedades antimicrobianas, que han quedado demostradas con la reduccién de los
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recuentos de los microorganismos autdctonos presentes en la carne de cerdo. Este efecto,
dependiente de |a concentracidn, es especialmente evidente sobre las enterobacterias y
en menor grado sobre los aerobios mesoéfilos. En el caso de las BAL, estas solo se verian
inhibidas a concentraciones altas de L-24FR, dada su capacidad de crecer en entornos

acidos.

Al aumentar las concentraciones de L-24FR, la disminucidn del pH afecta la capacidad
de retencién de agua, incrementandose la pérdida de agua por goteo. Los cambios
observados en la luminosidad reflejarian los cambios estructurales en la carne que
producen el aumento en |a pérdida deagua.la aplicacién delasconcentraciones mds altas
de L-24FR (20, 30y 40 g/kg) implica cambios importantes en la diferencia de color (AE),

mayormente atribuidos al color del producto bioconservante.

Cuando se utilizan concentraciones entre 2 y 10 g/kg, no se observan cambios
importantes en el pH, asi como en la capacidad de retencion de agua de la carne.
Asimismo, los cambios en las propiedades dpticas son menos evidentes. Aunque el efecto
antimicrobiano a estas concentraciones es limitado, |a utilizacién de L-24FR en conjunto
con otras técnicas de conservacién, como el envasado en atmdésfera modificada, podria
mejorar la capacidad inhibitoria conseguida. Ademds, el uso de otros ingredientes
usualmente utilizados en productos carnicos,como la sal ylas especias, podrian producir
un efecto sinérgico con L-24FR. Considerando estos aspectos, se deberan establecer las
dosis 6ptimas que permitan extender la vida util del producto carnicoy evaluar la

aceptacion organoléptica de L-24FR incorporado a dichas concentraciones.

179



Capitulo IV

IV.6 REFERENCIAS

Aasen,|. M., Markussen, S., Mgretrg, T., Katla, T., Axelsson, L., & Naterstad, K. (2003). Interactions
of the bacteriocins sakacin P and nisin with food constituents. International Journal of Food

Microbiology, 87(1-2), 35-43.

Abee, T., Krockel, L., & Hill, C. (1995). Bacteriocins: modes of action and potentials in food
preservationand control offood poisoning. International journal of food microbiology, 28(2),

169-85.

Albano, H., Oliveira, M., Aroso, R., Cubero, N., Hogg, T., & Teixeira, P. (2007). Antilisterial a ctivity of
lacticacid bacteriaisolated from «Alheiras» (traditional Portuguese fermented sausages): In

situ assays. Meat science, 76(4), 796-800.

Allen, C.D.,Russell,S. M., & Fletcher, D. L. (1997). The relationship of broiler breast meat color and

pH to shelf-life and odor development. Poultry science, 76(1993), 1042-1046.

American Meat Sience Association. (2012). Meat Color Measurement Guidelines.

Ananou, S., Garriga, M., Hugas, M., Maqueda, M., Martinez-Bueno, M., Galvez, A., & Valdiva, E.
(2005). Control of Listeria monocytogenes in model sausages by enterocin AS-48.

International journal of food microbiology, 103(2), 179-90.

Ananou, S., Mufioz, A., Martinez-Bueno, M., Gonzdlez-Tello, P., Galvez, A., Maqueda, M., & Valdivia,
E. (2010). Evaluation of an enterocin AS-48 enriched bioactive powder obtained by spray
drying. Food microbiology, 27(1), 58-63.

Baranyi, J., Jones, A., Walker, C., Kaloti, A., Robinson, T. P., & Mackey, B. M. (1996). A Combined
Model for Growth and Subsequent Thermal Inactivation of Brochothrix thermosphacta.

Applied and Enviromental Microbiology, 62(3), 1029-1035.

Baranyi, J., & Roberts, T. (1994). A dinamic a proach to predict bacterial growth in food. International
Journal of Food Microbiology, 23, 277-294.

Borch, E., Kant-Muermans, M., & Blixt, Y. (1996). Bacterial spoilage of meat and cured meat

180



Capitulo IV

products. International journal of food microbiology, 33, 103-120.

Brewer, S.(2010). Technological quality of meat for processing. En F. Toldra (Ed.), Handbook of Meat
Processing (pp. 25-42). Wiley-Blackwell.

Calix-lara, T., Rajendran, M., Talcott, S., Stephen, B., Miller, R., Castillo, A., ... Taylor, T. (2014).
Inhibition of Escherichia coli 0157:H7 and Salmonella enterica on spinach and identification
of antimicrobial substances produced by a commercial Lactic Acid Bacteria food safety

intervention. Food microbiology, 38, 192-200.

Calo-Mata, P., Arlindo, S., Boehme, K., Miguel, T., Pascoal, A., & Barros-Velazquez, J. (2007). Current
Applications and Future Trends of Lactic Acid Bacteria and their Bacteriocins for the

Biopreservation of Aquatic Food Products. Food and Bioprocess Technology, 1(1), 43-63.

Carroll, C.,, Alvarado, C., Brashears, L., Thompson, L., & Boyce, J. (2007). Marination of turkey breast
fillets to control the growth of Listeria monocytogenes and improve meat quality in deli

loaves. Poultry science, 86, 150-155.

Casabuiri, A., Piombino, P., Nychas, G.-J., Villani, F., & Ercolini, D. (2015). Bacterial populations and

the volatilome associated to meat spoilage. Food Microbiology, 45(Part A), 83-102.

Cerf, 0. (1977). Tailing of survival curves of bacterial spores. Journal of applied bacteriology, 42, 1-
19.

Chen,H.,&Hoover, D.G.(2003). Bacteriocins and their Food Applications. Comprehensive Reviews

in Food Science and food safety, 2, 82-100.

Cheng,Q.,&Sun, D.-W. (2008). Factors affecting the water holding capacity of red meat products: a
review of recent research advances. Critical reviews in food science and nutrition, 48(2), 137-

159.

Devlieghere, F., Vermeiren, L., & Debevere, J. (2004). New preservation technologies: Possibilities

and limitations. International Dairy Journal, 14(4), 273-285.

Doulgeraki, A. |., Paramithiotis, S., & Nychas, G.-J. E. (2011). Characterization of the

Enterobacteriaceae community that developed during storage of minced beef under aerobic

181



Capitulo IV

or modified atmosphere packaging conditions. International journal of food microbiology,

145(1), 77-83.

Geeraerd, A. H., Herremans, C. H., & Van Impe, J. F. (2000). Structural model requirements to
describe microbial inactivation during a mild heat treatment. International journal of food

microbiology, 59(3), 185-209.

Geeraerd, A., Valdramidis, V., & Impe, J. Van. (2005). GInaFiT, a freeware tool to assess non-log-

linear microbial survivor curves. International Journal of Food Microbiology, 102, 95-105.

Gill, C. 0., & Newton, K. G. (1982). Effect of lactic acid concentration on growth on meat of Gram-

negative psychrotrophs from a meatworks. Applied and environmental microbiology, 43(2),

284-8.

Grijspeerdt, K., & Vanrolleghem, P. (1999). Estimating the parameters of the Baranyi model for
bacterial growth. Food Microbiology, (16), 593-605.

Hartmann, H.A., Wilke, T., & Erdmann, R. (2011). Efficacy of bacteriocin-containing cell-free culture
supernatants from lactic acid bacteria to control Listeria monocytogenes in food.

International journal of food microbiology, 146(2), 192-199.

Honikel, K.-O. (1998). Reference methods for the assessment of physical characteristics of meat.

Meat Science, 49(4), 447-457.

Hughes, J. M., Oiseth, S. K., Purslow, P. P., & Warner, R. D. (2014). A structural approach to
understanding the interactions between colour, water-holding capacity and tenderness. Meat

Science, 98(3), 520-532.

Hutkins, R. W., & Nannen, N. L. (1993). pH Homeostasis in Lactic Acid Bacteria. Journal of dairy
science, 76(8), 2354-2365.

ISO 15214:1998. Microbiology of food and animal feeding stuffs. Horizontal method for the
enumeration of mesophilic lactic acid bacteria. Colony-count technique at 30 degrees C

(1998). International Organization for Standardization (1SO).

Jacobsen, T., Budde, B. B., & Koch, a G. (2003). Application of Leuconostoc carnosum for

182



Capitulo IV

biopreservation of cooked meat products. Journal of applied microbiology, 95(2), 242-9.

Leach, L. M., Ellis, M., Sutton, D.S., McKeith, F. K., & Wilson, E.R. (1996). The growth performance,
carcass characteristics, and meat quality of halothane carrier and negative pigs. Journal of

animal science, 74(5), 934-43.

Lemay, M.-J., Choquette, J., Delaquis, P. J., Claude, G., Rodrigue, N., & Saucier, L. (2002).
Antimicrobial effect of natural preservatives in a cooked and acidified chicken meat model.

International journal of food microbiology, 78(3), 217-26.

Licke, F.-K. (2000). Utilization of microbesto processand preserve meat. Meat science, 56(2), 105-15.

Mafart, P., Couvert, O., Gaillard, S., & Leguerinel, |. (2002). On calculating sterility in themal
preservation methods: application of the Weibull frequency distribution model. International

journal of food microbiology, 72(1-2), 107-13.

Maragkoudakis, P. a, Mountzouris, K. C., Psyrras, D., Cremonese, S., Fischer, J., Cantor, M. D., &
Tsakalidou, E. (2009). Functional properties of novel protective lactic acid bacteria and
application in raw chicken meat against Listeria monocytogenes and Salmonella enteritidis.

International journal of food microbiology, 130(3), 219-26.

Metaxopoulos, J., Mataragas, M., & Drosinos, E. H. (2002). Microbial interaction in cooked cured
meat products under vacuum or modified atmosphere at 4 degrees C. Journal of applied

microbiology, 93(3), 363-73.

Nattress, F. M., Yost, C. K., & Baker, L. P. (2001). Evaluation of the ability of lysozyme and nisin to

control meatspoilage bacteria. International journal of food microbiology, 70(1-2), 111-9.

O’Sullivan, L., Ross, R. P., & Hill, C. (2002). Potential of bacteriocin-producinglactic acid bacteria for

improvements in food safety and quality. Biochimie, 84(5-6), 593-604.

Prandl, O., & Escobar, J. E. (1994). Tecnologia e higiene de la carne. Acribia, S. A.

Serrazanetti, D. ., Guerzoni, M. E., Corsetti, A., & Vogel, R.(2009). Metabolicimpact and potential

exploitation of the stress reactions in lactobacilli. Food microbiology, 26(7), 700-11.

183



Capitulo IV

Shikama, K., & Sugawara, Y. (1978). Autoxidation of native oxymyoglobin. Kinetic a nalysis of the pH

profile. European journal of biochemistry, 91, 407-413.

Signorini, M. L., Ponce-Alquicira, E., & Guerrero-Legarreta, |. (2006). Effect of lactic acid and lactic
acid bacteria on growth of spoilage microorganisms in vacuum-packaged beef. Journal of

Muscle Foods, 17, 277-290.

Tomé, E., Gibbs, P., & Teixeira, P. (2008). Growth control of Listeria innocua 2030c on vacuum-
packaged cold-smoked salmon by lactic acid bacteria. International journal of food

microbiology, 121, 285-294.

Turgis, M., Stotz, V., Dupont, C., Salmieri, S., Khan, R.a., & Lacroix, M. (2012). Elimination of Listeria
monocytogenes in sausage meat by combination treatment: Radiation and radiation-resistant

bacteriocins. Radiation Physics and Chemistry, 81(8), 1185-1188.

UNE 34-557-83: Carnes y productos cdrnicos. Investigacion y recuento de Enterobacteriaceae.

(1983). AENOR.

UNE-EN 1SO 4833-1:2013. Método horizontal para el recuento de microorganismos. Parte 1: Recuento

de colonias a 30°C mediante la técnica de siembra en profundidad. (2014). AENOR.

Vermeiren, L., Devlieghere, F., Vandekinderen, |., & Debevere, J. (2006). The interaction of the non-
bacteriocinogenic Lactobacillus sakei 10A and lactocin S producing Lactobacillus sakei 148

towards Listeria monocytogenes ona model cooked ham. Food microbiology, 23(6), 511-8.

Wijnker, J. )., Weerts, E.a W.S., Breukink, E.J., Houben, J.H., & Lipman, L.J. a. (2011). Red uction of
Clostridium sporogenes spore outgrowth in natural sausage casings using nisin. Food

microbiology, 28(5), 974-9.

Winkowski, K., Crandall, A. D., & Montuville, T. J. (1993). Inhibition of Listeria monocytogenes by
Lactobacillus bavaricus MN in beef systems at Refrigeration Temperatures. Applied and

Environmental Microbiology, 59(8), 2552-2557.

Zhou, G. H., Xu, X. L., & Liu, Y. (2010). Preservation technologies for fresh meat - a review. Meat
science, 86(1), 119-28.

184



CAPITULOV

Aplicacion de un bioconservante obtenido a partir de un cultivo
starter de P. pentosaceus en carne de pollo






CapituloV

V. APLICACION DE UN BIOCONSERVANTE OBTENIDO A PARTIR DE UN
CULTIVO STARTER DE P. PENTOSACEUS EN CARNE DE POLLO

V.1 INTRODUCCION

La carne de pollotiende a deteriorarse después de 4 - 10 dias tras el sacrificio debido
a que es muy susceptibleal desarrollo de microorganismos,inclusocuandose almacena a
temperaturas de refrigeracion (Lin et al., 2004; Shin, Harte, Ryser, & Selke, 2010). La
alteracién microbiana comporta la liberacidn de diversos compuestos volatiles (aparicion
de malos olores) y/o la aparicion de cambios visibles (presencia de limo superficial) que
hacen que el producto sea inaceptable por parte del consumidor (Gram et al., 2002).
Algunos microorganismos comunmente implicados en el deterioro de la carne son
Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae, Brochothrix thermosphacta, y bacterias acido-
lacticas (BAL). La contribucién efectiva de cada uno de estos microorganismos en la
descomposicidn, depende en gran medida de las caracteristicas del almacenamiento
(Koutsoumanis et al., 2008). Por ejemplo, las pseudomonas son consideradas como los
principales microorganismos alterantes en condiciones de refrigeracion (1 a 4°C) para
carne de aves de corral almacenadas en condiciones aerdbicas (Doulgeraki, Ercolini,
Villani, & Nychas, 2012), mientras que B. thermosphacta se convierte en la bacteria
dominante junto con las BAL durante el almacenamiento de la carne en atmodsfera

modificada (Papadopoulou etal., 2012).

El desarrollo delas pseudomonas es particularmenteimportante en el casodela carne
almacenada bajo condiciones aerdbicas, siendo los principales microorganismos
causantes de deterioro, gracias a que por su caracter proteolitico, producen compuestos
causantes de olores y sabores desagradables, como sulfuros, ésteres y aminas (Borch,

Kant-Muermans, & Blixt, 1996; Casaburi, Piombino, Nychas, Villani, & Ercolini, 2015).

Cuando existen bajas concentraciones de glucosa, las enterobacterias, B.

thermosphacta o Shewanella putrefaciens degradan aminoacidos produciendo
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compuestos con olores putrefactos (Knox,van Laack, & Davidson, 2008). B. thermosphacta
es capazde crecer en condiciones aerdbicasoanaerdbicas, porlocual es comun asociarlo
al deterioro de la carne envasada en MAP (Doulgeraki et al., 2012; Labadie, 1999). Altas
concentraciones de COz ejercen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de este
microorganismo, pero esto también depende de otros factores como el pH, la
temperatura, la concentracidn de oxigeno, entre otros (Blickstad, 1983; Mastromatteo,
Lucera, Sinigaglia, & Corbo, 2009). B. thermosphacta produce una variedad de compuestos
(que dependen de la presencia de oxigeno), principalmente los acidos lacticoy acético,
acetoina, etanol y acidos grasos de cadena corta. Estos compuestos causan olores,
decoloraciones y malos sabores (Casaburi, De Filippis, Villani, & Ercolini, 2014; Cayré,

Garro, & Vignolo, 2005).

En diferentes estudios se ha evaluado el uso de bioconservantes para aumentar la vida
util y garantizar la calidad sanitaria de los productos carnicos (Cleveland, Montville, Nes,
& Chikindas,2001; McAuliffe & Jordan, 2012),lo cual puede atribuirseen parte, a que los
consumidores de hoy en dia se inclinan a adquirir productos frescos, sin conservantes y de
calidad (Liicke, 2000). La bioconservacidn se define como la extension de la vida util y la
seguridad delos alimentos usando su microbiota natural o controladay/o sus metabolitos
antimicrobianos (Hugas, 1998; Reis, Paula, Casarotti, & Penna, 2012). El uso de cepas
bioconservantes, asi como de los metabolitos producidos por estas, han demostrado ser
efectivas en inhibir el desarrollo dediversos microorganismos alterantes o patégenos que
pueden estar presentes en los alimentos, alargando asi su vida util e incrementando su
seguridad. El usode BAL en la bioconservacionsebasaen las propiedades antibacterianas
de los productos finales desu metabolismo:acido lactico, acético, perdxido de hidrégeno,

diacetilo, reuterina y bacteriocinas (Hugas, 1998).

La bioconservacion puede utilizarse de forma conjunta con otras técnicas de
conservacion,aplicando lo quese conocecomo la tecnologia de barreras, queconsiste en
establecer una serie de factores de conservacion selectivos (obstaculos) (Leistner, 2000)

qgue actuande forma sinérgica, inhibiendo el desarrollo de microorganismos alterantes o
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patégenos. Asi, el uso de bioconservantes, en conjunto con el almacenamiento a
temperaturas de refrigeracionyun envasadoadecuado, como el envasadoen atmdsfera
modificada (MAP), podrian disminuirlasactividades metabdlicas especificas dedeterioro

de las diferentes poblaciones microbianas.

Muchos productos cdrnicosson envasados en MAP debido a que permite extender su
vida util durante el almacenamiento en refrigeracién (Cerveny, Meyer, & Hall,2010), entre
otras razones porque se inhibeo se retarda el crecimiento de microorganismos Gram
negativos psicrotréficos, como las pseudomonas (Langston, Altman, & Hotchkiss, 1993;
Pin, Garcia de Fernando, & Ordodfiez, 2002). Durante el almacenamiento pueden
producirsecambiosenla composicion delos gases queseleccionan la microbiota presente
hacia microorganismos tolerantes al CO; pero de crecimiento lento, como leuconostocsy
lactobacilos, los cuales pueden convertirse en la flora alterante dominante (Chenoll,
Macian, Elizaquivel, & Aznar, 2007). Aunque estos microorganismos,y en general, las BAL
pueden producirolores agrios enla carne, se prefiere que se desarrollen estos en vez de
microorganismos productores de olores desagradables y putrefactos, como las

pseudomonas (Saucier, Gendron, & Gariepy, 2000).

En la bibliografia cientifica son numerosos los estudios de bioconservacién que se
centran en el potencial de los metabolitos de las BAL de inhibir el desarrollo de
microorganismos patégenos (principalmente se ha estudiado su efecto sobre L
monocytogenes), pero muy pocos se enfocan en su capacidad antimicrobiana sobre
microorganismos alterantes presentes en la carne. En este capitulose evalua la actividad
antimicrobiana del bioconservante P-24FR sobre algunos microorganismos alterantes en

carne de pollo picada, asi como su aplicacidn en conjunto con MAP.
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V.2 OBIJETIVOS

Los objetivos de este capitulo son los siguientes:

=  Objetivo general:

- Determinar la efectividad como bioconservante del extracto libre de células,
obtenido del proceso de fermentacidn de Pediococcus pentosaceus y
estabilizado por liofilizacién (L-24FR), en la carne picada de pollo con y sin

envasado en atmdsfera modificada.

=  Objetivos especificos:

- Determinar el efecto de P-24FR sobre microorganismos alterantes presentes en

la carne picada de pollo.

- Evaluar los cambios en las propiedades fisicoquimicas producidos al afiadirP-

24FR a la carne picada de pollo.

- Determinar el efecto sinérgico del bioconservante P-24FR y el uso de MAP sobre

sobre microorganismos alterantes presentes en la carne picada de pollo.

V.3 MATERIALES Y METODOS

V.3.1 Plande trabajo

Para el cumplimiento de los objetivos de este capituloseestablecid el plande trabajo

que se muestra en la Figura V-1, cuyas fases se describen brevemente a continuacion.
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Fase 1: Efecto de P-24FR sobre la carne picada de pollo

Se evalud la capacidad antimicrobiana in vivo en carne picada de pollo del producto
obtenido tras la estabilizacion por liofilizacién del caldo de fermentaciéon de 24 h de P.
pentosaceus (P-24FR), siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 111.3.4. Se
adicionaron diferentes concentraciones del bioconservante en la carne de pollo, para
determinar su efecto sobrediferentes microorganismos tipicamente presentes en la carne
y asociados con alteraciones (aerobios mesdfilos, bacterias acido-lacticas, Pseudomonas
spp., Brochothrix thermosphacta y enterobacterias). Por otro lado, se determinaron los
cambios en las propiedades fisicoquimicas ocurridos como consecuencia de la aplicacion

de P-24FR.

Fase 2: Efecto de P-24FR sobre |la carne picada de pollo en MAP.

A partirde los resultados obtenidos en la Fasel, se seleccionaronlas dosisdeP-24FR
gue producian un efecto antimicrobiano adecuado sin alterar de forma significativa las
propiedades fisicoquimicas. Estas concentraciones se aplicaron en carne picada de pollo
que se envaso en atmosfera modificada (MAP), con la finalidad de determinar el efecto

combinado de dicho envasado con |la aplicacion del bioconservante.
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Obtencion del producto en polvo P-24FR
(Capitulo I11)
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Figura V-1. Plan de trabajo del Capitulo V

V.3.2 Elaboracion del bioconservante P-24FR

El bioconservanteen polvo P-24FR se obtuvo a partir del cultivoiniciador Pediococcus
pentosaceus, siguiendo el procedimiento descrito en la seccion|11.3.4. Explicado deforma
breve, parala obtencidn del bioconservantese inoculé 800 mL de caldo De Man, Rogosa
y Sharpe (MRS) (Scharlau, Barcelona, Espafia) conde un cultivode 24 h de fermentacion
(2%) de P. pentosaceus y se incubd en estufa a 37°C por 24 h. Finalizado este tiempo, el
caldo producido se centrifugd (15557¢g, 10 min, 4°C) y se filtré6 con membranas de
polietersulfona de 0,22 um para obtener el extracto libre de células (CFE). Luego de
adicionar dextrina (Josefa Estellés Mayor S.L., Valencia, Espafia) al 10% (p/v) como
soporte, el CFE se liofilizd en un equipo Telstar LyoAlfa-6 (Telstar, Barcelona, Espafia) para
obtener un producto en polvo, el cual seenvasda vacioy sealmacendéa -18°Chastasu

uso.
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V.3.3 Efecto de P-24FR sobre carne picada de pollo

Se utilizaron pechugas de pollo compradas en un comercio local, lascuales se picaron
en condiciones asépticas en una picadora Moulinex Modelo DP700 (Francia). Se
prepararon muestras de 60 g del producto picado con diferentes concentraciones del
producto antimicrobiano: 10, 20, 30, 40, 50, 60 g/kg. En cada caso,la mezcla del polvoyla
carne se homogeneizé mecdanicamente con una espatula durante2 min, y sealmacenda
4°C en botes estériles contapa.Se prepard una muestra control compuesta sélo por carne
de pollopicadasinantimicrobiano (0 g/kg). Las determinaciones analiticas serealizaron a

los 0, 2,4,7y9 dias de almacenamiento.

Para cada concentracion se utilizaron dos muestras para ensayos microbioldgicosy tres

muestras para andlisis de fisicoquimicos.

V.3.3.1 Andlisis microbiolégico

V.3.3.1.1 Recuentos microbianos

Se extrajeron asépticamente 10+1 g de cada muestra, que se homogeneizaron en
stomacher con agua de peptona tamponada (Scharlau, Barcelona, Espafia).Se prepararon

diluciones decimales seriadas para recuento en placa.

Se determinaron aerobios mesofilos en agar Plate Count (PCA) (Scharlau, Barcelona,
Espafia) conincubaciona 30°C por 72 h (UNE-EN 1SO 4833-1:2013), bacterias acido-lacticas
en agar De Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (Scharlau, Barcelona, Espafia)incubandoa 30°C
por 48-72 h (ISO 15214:1998), Enterobacteriaceae en agar Violeta Rojo Bilis Dextrosa
(VRBD) (Scharlau, Barcelona, Espafia) con incubacién a 37°C por 24 h (UNE 34-557-83),
Brochothrix thermosphacta en agar STAA (Oxoid, Hampshire, Inglaterra)incubando a 25°C
por 48 h (Cayré et al., 2005) y Pseudomonas spp., en agar Pseudomonas (Scharlau,
Barcelona, Espafia)incubadoa 25°C por 48 h (Katikou, Ambrosiadis, Georgantelis, Koidis,

& Georgakis, 2005).
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V.3.3.1.2 Modelizacion de las curvas de crecimiento e inactivacién

Los recuentos obtenidos a los diferentes tiempos se utilizaron para modelizar las
curvas de crecimiento, a través del modelo de Baranyi & Roberts (1994), descrito en el

apartado 1V.3.4.2, utilizando DMFit web-edition de Combase (http://www.combase.cc/).

En los casos en que se presentd un comportamiento de inactivacion, se utilizé el
modelo de Geeraerd, Herremans, y Van Impe (2000) (Ec. IV-1) o el modelo lineal de

Bigelow y Esty (1920) (Ec. V-2). Ambos se encuentran incluidos dentro del complemento

de Excel GinAfit (A. Geeraerd, Valdramidis, & Impe, 2005):
a. Modelo de Geeraerd, Herremans, y Van Impe (2000):

Yo e—kmax't . ekmax'S Ec. V-1
(1 + (ekmax's — 1)) - e~ Kmax't

y@® =

Donde: y(t) = poblacidn residual (log ufc/g) a un tiempo t (d), yo = poblaciéninicial (log
ufc/g), kmax = tasa de decrecimiento (log ufc.g't.d"t), S = duracion de la fase hombro (d).
b. Modelo de Bigelowy Esty (1920):

Yres = Yo ™ Kmax't Ec. V-2

Donde: yo = poblaciéninicial (logufc/g), yres = poblacidn residual (log ufc/g), kmax= tasa

de decrecimiento, t =tiempo (d).

En ambos casos, seobtuvieron los parametros estadisticos coeficiente de correlacidn

(R?) y el error estandar (SE).

194



CapituloV

V.3.4 Determinaciones fisicoquimicas

Las determinaciones fisicoquimicas (pH, perdida de agua por goteo y propiedades
Opticas) se realizarona los 0, 2, 4, 7 y 9 dias de almacenamiento a 4°C en muestras

preparadas por triplicado.

V.3.4.1 Determinacion de pH

Se utilizd un pHmetro micropH 2001 (Crison Instruments, S.A., Barcelona, Espafia) con

un electrodo de puncidn Crison 5231. Se realizaron tres medidas de cada muestra.

V.3.4.2 Perdida de agua por goteo

Se empled el método gravimétrico de Honikel (1998), descritoen el apartado 1V.3.5.2.

V.3.4.3 Propiedades opticas

El método utilizadosedescribeen el apartado1V.3.5.3.Se obtuvieron los espectros de
reflectancia ylas coordenadas L*,a*y b*, a partirde las cuales secalculdladiferenciade

color (AE) (Ec. IV.7 del capitulo IV) y el croma (Cab*=(a* + b*)1/2).

V.3.5 Efecto de P-24FR en la carne picada de pollo en MAP

Se utilizaron pechugas de pollo compradas en un comercio local, las cuales fueron
picadas en condiciones asépticas, en una picadora Moulinex Modelo DP700 (Francia).Se
prepararon muestras de 25 g del producto picado con 20 y 30 g/kg de bioconservante.
Tras afadir el antimicrobiano, |la carne y el producto en polvo se homogeneizaron
mecanicamente mediante una espdatula durante5 minutos. Las muestras semoldearon en
forma de hamburguesas de 7 cm de diametroy 2 cm de espesor. De la misma manera se
prepard una muestra control compuesta soélo por carne picada de pollo sin producto
antimicrobiano. Las muestras se envasaron en atmdsfera modificada (MAP) con una

mezcla de gases de 22% 03, 30% CO,, y 48% N, (Carburos Metalicos, Barcelona, Espaiia).
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El filmdesellado estaba formado por PET12/PP/EVOH/PP70vy |la barqueta de PP/EVOH/PP,
(Ilpra Systems, Mataro, Barcelona, Espafia). El envasadoserealizd en un equipo Euromatic

Tray 800 (Italia). Las muestras se almacenaron durante nueve dias a 4°C.

Todas las determinaciones analiticas se ejecutarona los 0, 2, 4, 7 y 9 dias. De cada
concentraciéon se prepararon muestras por duplicado, tanto para los andlisis

microbioldgicos como para los fisicoquimicos.

V.3.5.1 Determinaciones microbiolégicas

Cada muestra de 25+1 g fue asépticamente removida del empaque y se homogeneizd
en stomacher con agua de peptona tamponada (Scharlau, Barcelona, Espafia). A
continuacidnseprepararondiluciones decimales seriadas pararealizarrecuento en placa.
Los microorganismos, medios de cultivo y condiciones de incubacién fueron idénticos a

los mencionados en el apartado V.3.3.1.1.

V.3.5.2 Modelizacion de las curvas de crecimiento e inactivacion

Se utilizé el procedimiento descrito en el apartado V.3.3.1.2.

V.3.5.3 Propiedades fisicoquimicas

Se determind el pHy las propiedades épticas (AEy Cab*) utilizando las técnicas descritas

en el apartado V.3.4, inmediatamente después de abrir el envase.

V.3.5.4 Concentracion de gases en el envase

Para determinarla composicidon dela atmosfera en el envase durante el experimento,
se realizaron medidas por duplicado de la concentracion de 02, CO2 y N2 (%v/v) en el
espacio de cabeza de este utilizando un analizador de gases CheckMate 9900 (PBI-

Dansensor, Ringsted, Dinamarca), perforando el film con una aguja médica de 0,8 mm.
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V.3.6 Analisis estadistico

El tratamiento estadistico delos datos serealizé empleando Statgraphics Centurion XV
version 15.2.06 (Manugistics Corp., Rockville, Md.), con un nivel de confianza de 95%. Para
evaluar la significacidon de los factores y sus interacciones se realizaron ANOVAs. Cuando
resultaronsignificativos,seanalizaron las diferencias entre los distintos niveles mediante

la prueba de multiplerangos, utilizando el test de Tukey (HSD) para discriminar entre las

medias.

V.4 RESULTADOS Y DISCUSION

V.4.1 Efecto de P-24FR sobre la carne picada de pollo

V.4.1.1 Efecto antimicrobiano de P-24FR en carne picada de pollo

Las curvas de crecimiento de aerobios mesofilos mostraron un comportamiento
dependiente de la concentracién de P-24FR (Figura V-2). Como se comenté en el capitulo

I11, la capacidad antimicrobiana de P-24FR se debe a la presencia de 4cido lacticoy a la

reduccién del pH.

8 (@) 8 (b)
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Figura V-2.Curvas de crecimiento de aerobios mesdfilos encarne de pollo tratada con P-24FR a
concentraciones de 0, 10, 20y 30 g/kg (a) y 0, 40, 50 y 60 g/kg (b)
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En el casode lacarnecon 10 g/kg de antimicrobiano, los aerobios meséfilos mostraron
un comportamiento lineal (Figura V-2a), alcanzando recuentos finales de 7,02 log ufc/g,
similares a los 6,65 log ufc/g de la muestra control (0 g/kg). El efecto antimicrobiano se
mantuvo Unicamente durante los primeros cuatro dias de almacenamiento, gracias a la
reduccién de los recuentos iniciales (yo) de 3,840,2 log ufc/g (0 g/kg) a 3,3+0,2 log ufc/g
(Tabla V-1). Por otra parte, al emplear 20y 30 g/kg (Figura V-2a), se pudo observar una
inhibiciéon importante del crecimiento, dado que se presentd una fase de latencia de
1,3+0,7 y 3,6%0,3 d (Tabla V-1), respectivamente. Adicionalmente, la incorporacion de 20
g/kg o 30 g/kg bioconservante, permitié disminuir los recuentos microbianos en
comparacién con la muestra control hasta el séptimo o noveno dia de almacenamiento,

respectivamente.

Tabla V-1. Pardmetros obtenidos de los modelos de crecimiento de a erobios meséfilos en carne de
pollo con diferentes concentraciones de P-24FR

((;C;E;) (log mc-g'l) (log LY:‘c-g’l) Ald) (log uL:’:?g'l-d'l) SE R?
0* 3,76+0,23 - - 0,33+0,04 0,432 0,871
10** 3,3040,15 - 0,240,6 0,42+0,03 0,212 0,978
20** 3,03+0,20 - 1,340,7 0,51+0,05 0,283 0,968
30** 3,08+0,07 - 3,640,3 0,57+0,03 0,123 0,991
40%* 3,41%0,15 - 2,840,7 0,47+0,06 0,259 0,956
50** 3,4610,13 - 3,240,6 0,54+0,06 0,234 0,968
60** 3,34+0,10 - 3,240,5 0,51+0,04 0,180 0,979

*Modelo lineal, **Modelode Baranyi y Roberts

Al emplear 40,50y 60 g/kg (Figura V-2b), se obtuvo un efecto antimicrobiano similar
con las tres concentraciones. Al igual queen el casode las concentraciones de10,20y 30
g/kg, se observdla aparicion deuna fasede latencia, esta vez con una duracién mayor, de
aproximadamente 3 dias en todos los casos (Tabla V-1). Una vez terminada la fase de
latencia, los recuentos en la carne con bioconservante mantuvieron valores inferiores a
los de la muestra control durantetodo el almacenamiento, excepto al noveno dia. En este

caso,los recuentos de todas las muestras con bioconservante fueron similares olos dela
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muestra control, probablemente debido a que |a flora aerobia mesdéfila quese desarrolla
durante el almacenamiento se modifica progresivamente, dominando en el noveno dia
aquellos microorganismos que son tolerantes a los acidos o la bajada del pH. Por ello,
aunque los recuentos en el noveno dia seansimilares, la identidad delos microorganismos
incluidos en dichos recuentos seria distinta, y dependeria de |a presencia y concentracién
del bioconservante. Debe tomarse en cuenta que la evolucidon en el tiempo de los
diferentes grupos microbianos dentro de un producto carnico depende de una variedad
de factores que condicionan cudles seran los grupos o especies dominantes, lo cual
ademas varia de forma dinamica durante el almacenamiento (Doulgeraki, Paramithiotis,

Kagkli, & Nychas, 2010).

La vida util dela carnede aves de corral puedeser definida en base a los recuentos de
microorganismos totales, considerdndose que el producto se encuentra alterado cuando
se alcanzan concentraciones de 107 — 108 ufc/g (Bolton, Meredith, Walsh, & McDowell,
2014). Ademas, en la legislacion vigente se establece el recuento de aerobios mesofilos
como un indicador microbioldgico considerado como criterio de higiene de los procesos
en los alimentos. El reglamento (CE) 1441/2007 establece que los recuentos de colonias
en carnepicada deaves de corral,destinada a ser consumida cocinada, deben estar entre
5,70 (m) y 6,70 (M) log ufc/g (m =valor umbral y M =valor limite para un plan de muestreo
conformado por 5 unidades). La adicién de bioconservante ayudaria a mantener los
recuentos dentro de los limites mencionados durante el periodo de almacenamiento
estudiado, puesto que, como seobserva Figura V-2, retarda el desarrollo deeste grupo de

microorganismos, especialmente a concentraciones iguales o superiores a 30g/kg.

El comportamiento de |a flora acido-lactica paralas distintas muestras analizadas se
puede observaren la Figura V-3.La adicidon debioconservante, retardé el desarrollo delas
BAL, dadoel incremento de la fasede latencia a medida que seaumenté |la concentracion

utilizada (Tabla V-2), de forma similar a lo encontrado con los aerobios mesofilos.
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Figura V-3. Curvas de crecimiento de bacterias dddo-lacticas (BAL) encarne de pollotratada con P-

24FR a concentraciones de 0, 10, 20y 30 g/kg (a) y 0, 40, 50 y 60 g/kg (b)

Tabla V-2. Pardmetros de crecimiento del modelo de Baranyi & Roberts (1994) de bacterias acido-

lacticas en carne de pollo con diferentes concentraciones de P-24FR

e (loguieay (oguics) MO ogureniay SE R
0 2,0510,22 4,55+2,37 2,611,6 0,35+0,13 0,342 0,863
10 2,09+0,19 - 2,810,9 0,4510,07 0,227 0,967
20 2,00+0,14 - 2,9+0,7 0,45+0,05 0,175 0,983
30 2,03+0,02 - 4,7+0,2 0,6210,02 0,038 0,999
40 2,21+0,10 - 4,9+0,8 0,49+0,11 0,157 0,97
50 2,3310,10 - 5,2+1,2 0,3810,15 0,206 0,899
60 2,02+0,10 - 6,4+0,8 0,38+0,14 0,178 0,835

En el caso de las concentraciones de 10, 20 y 30 g/kg (Figura V-3a) se produjeron

mayores recuentos finales que en la muestra control, siendo este un comportamiento

similar al observado con L-24FR en la carne de cerdo en el apartado IV.4.1. Dado que el

efecto antimicrobiano deP-24FR, se debe ala presencia de acidolacticoyla disminucion

del pH, las BALestarian afectadas en menor medida que otros grupos de microorganismos,

gracias a quetoleran concentraciones importantes dedcidolactico y pueden crecer en un

entorno acidificado (Knox et al.,2008; Parada, Ricoy Caron, Medeiros, & Soccol,2007), lo

cual les aportaria una ventaja competitiva para crecer en la carne con el bioconservante.
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En el casode la muestra control,la ausencia de P-24FR permitiria el crecimiento de otros
microorganismos que competirian con las BAL por nutrientes o que inhibirian su
desarrollo, de modo que en este caso su crecimiento seria menor al que alcanzarian en

presencia del bioconservante.

Este comportamiento dependeria de la concentracién de 4cido, ya que con 50 y 60
g/kg (Figura V-3b) los recuentos finales fueron considerablemente menores que con las
concentraciones de 10, 20 y 30 g/kg. Adicionalmente las fases de latencia fueron mas
largas,locualindica quelatolerancia delas BALal 4cidoldcticoyal descenso del pH seria
limitada.Posiblemente, esto se deba al dafio celular que causa mantener el medio en un
pH bajo, produciendo una pérdida de viabilidad y un descenso en la velocidad de
crecimiento (Hutkins & Nannen, 1993). Esta diferencia entre las concentraciones altasy
bajas de bioconservantetambién fue observado en la carnepicada de cerdo con L-24FR,

en el apartado IV.4.1.

Las ventajas competitivas delas BALde crecer a pH bajoyen refrigeracion,ademas de
la capacidad de producir sustanciasantimicrobianas, les permitirian convertirseen |a flora
microbiana dominante en ciertas condiciones (Calix-Lara etal., 2014; Doulgeraki et al,,
2012), aunque crecen a una velocidad menor que otros microorganismos alterantes en
frio (Knox et al., 2008). En cualquier caso, la proliferacién de bacterias acido lacticas, no
representa un peligro desde el punto de vista de la seguridad alimentaria a pesar de ser

microorganismos alterantes.

En el casode Pseudomonas spp. (Figura V-4), se observd ausencia de fasede latencia
en la muestra control, a diferencia dela carnecon bioconservante (Tabla V-3). Esteretraso
en la capacidad de multiplicacién de los microorganismos debido al antimicrobiano, es
similar al encontrado con los aerobios meséfilos y las BAL Estas ultimas, estarian
desfavorecidas por el procesode aireacidondela carnedurante el proceso de picado, que
beneficiaria el crecimiento de las pseudomonas (Nassos, King, & Stafford, 1983). Dado el
rapido crecimiento de estos microorganismos en condiciones aerdbicas (Borch et al,

1996), podrian convertirseen parte de la flora dominanteen carnepicada. Ademas, segin
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los resultados de Gill y Newton (1982), estos microorganismos crecen con facilidad a pH
entre 5,5y 6, pudiendo utilizar el dcido lactico como sustrato (en ausencia de glucosa)
(Casaburi etal., 2015), por lo que su proliferacién en la carne estaria favorecida con el
bioconservante P-24FR, especialmente a concentraciones bajas. Por estas razones, la
poblacién de pseudomonas podria haber conseguido igualar osuperarala de la muestra
control al final del almacenamiento (Figura V-4), lo cual es un comportamiento similar al

observado con las BAL, discutido anteriormente.
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Figura V-4. Crecimiento de Pseudomonas spp. en carne de pollo tratada con P-24FR a
concentraciones de 0, 10, 20y 30 g/kg (a) y O, 40, 50 y 60 g/kg (b)

Tabla V-3. Parametros del modelo de crecimientode Baranyi & Roberts (1994) de Pseudomonas
spp. en carne de pollo con diferentes concentraciones de P-24FR

e (loguieay (oguice) MO ogureniay SE R
0* 3,41+0,18 - - 0,20+0,04 0,340 0,771
10%* 2,44+0,25 - 1,0+0,9 0,47+0,06 0,360 0,943
20** 2,73+0,10 - 3,7+0,5 0,58+0,05 0,134 0,991
30** 2,4610,22 - 4,3+1,6 0,6810,38 0,318 0,926
40** 2,84+0,23 - 1,4+1,1 0,37+0,06 0,338 0,915
50** 2,45+0,23 - 1,611,0 0,45+0,06 0,340 0,939
60** 2,54+0,25 - 1,2+1,2 0,38+0,06 0,354 0,354

*Modelo lineal, **Modelo de Baranyi y Roberts
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Ademas de su rapido crecimiento, y su capacidad de tolerar pHs &cidos, las
presudomonas cuentan con otra ventaja frente a otros microorganismos, la capacidad de
producir sideroforos, los cuales son secuestrantes del hierro que tienen ademas un efecto
antibidtico. Por otra parte, se conoce que algunas pseudomonas son capaces de producir
sustancias antimicrobianas, incluyendo bacteriocinas (por ejemplo la piocina, producida

por Pseudomonas aeruginosa) (Gram, 1993).

Las curvas decrecimiento de B. thermosphacta (Figura V-5) de las muestras con P-24FR
mostraron diferencias con respecto a la muestra control en funcién de la dosis de
bioconservante utilizada, siendo visiblemente mds marcadas a medida que aumentd la
concentracién de P-24FR. Para dosis de 10 y 20 g/kg los recuentos alcanzados fueron
similares a los de la muestra control, excepto por la apariciondeuna fase de latencia de
~1 dia con 20 g/kg de P-24FR (Tabla V-4). La fase de latencia aumentd al aplicar
concentraciones de 30 y 40 g/kg, con una duracién aproximada de 4 y 6 dias,
respectivamente. Al aplicar 50 g/kg se obtuvo un efecto bacteriostatico con una fase de
hombro de 7,60,8 d y posteriormente un efecto bactericida, dado que se produjo una
velocidad méaxima decreciente (kmax=-0,8+0,4 log ufc.g1.d1). Al aumentar la concentracidn
a 60 g/kg, el efecto bactericida fue constantedesde el inicio del almacenamiento, con una

kmax de -0,09 log ufc.gt.d1.

9 9 (b)
8 8
7 7 /)
6 6 / T
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S 3 ERK) — %—-ﬁ
a0 w > EeNe=———
22 22
1 1
0 T — T — T — 0 T — T — T ™
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 o1 2 3 4 5 6 7 8 9
t(d) t(d)
® o0g/kg ®  10g/kg ® o0g/ke ®  40g/kg
20 g/kg ® 30g/kg 50 g/kg ®  60g/kg
0 g/kg modelo 10 g/kg modelo 0 g/kg modelo 40 g/kg modelo

20 g/kg modelo

30 g/kg modelo 50 g/kg modelo 60 g/kg modelo

Figura V-5. Crecimiento de Brochothrix thermosphacta en carne de pollo tratada con P-24FR a
concentraciones de 0, 10, 20 y 30 g/kg (a) y 0, 40, 50 y 60 g/kg (b)
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Tabla V-4. Pardmetros de los modelos de crecdimiento e inactivaddn de B. thermosphacta en carne
de pollo con diferentes concentraciones de P-24FR

(Cg(;rllg) (log Ylofc'g’l) (log Lﬁc-g’l) NS (d) (Io;e,rl n;a;ézn?d’l) >k ke
0* 3,54+0,23 - - 0,42+0,05 0,42 0,909
10%* 2,79+0,14 6,81 +0,14 - 0,64+0,05 0,22 0,982
20%* 2,9620,10 - 1,2+0,3 0,56+0,02 0,144 0,993
30%* 2,58+0,20 - 3,8+1,2 0,470,11 0,373 0,878
40%* 2,89+0,13 - 6,1+1,5 0,27+0,17 0,23 0,635
5Q*** 2,84+0,07 - 7,6+0,8 -0,81+0,38 0,148 0,783
BO** ¥+ 2,82+0,07 - - -0,09+0,03 0,141 0,483

*Modelo lineal, **Modelode Baranyiy Roberts, ***Modelo de Geeraerd, Valdramidis y Van Impe, ****Modelo
lineal Bigelow y Esty.

Estos resultados indican que el crecimiento de B. thermosphacta estuvo
considerablemente afectado por P-24FR a concentraciones entre30y 60 g/kg, a diferencia
de loobservado con las BAL (Figura V-3) y Pseudomonas spp. (Figura V-4), con las cuales
el efecto antagdnico obtenido no fue tan relevante. Debe considerarseque la interaccién
de los diferentes grupos de microorganismos alterantes en el producto carnico (como
Pseudomonas spp., BAL y enterobacterias) asicomo las condiciones de almacenamiento,
determinan la poblacién quealcanzan cada uno deellos, bien sea por un efecto antagdnico
o por un efecto competitivo (Gram, 1993).Russo et al.(2006), observaron que al incubar
B. thermosphacta en medio de cultivo con BAL, su crecimiento estuvo negativamente
afectado, posiblemente debido a un efecto antagdnico. Esta relacién entre las BAL y B.
thermosphacta dependeria ademas del pH del medio. Asi, Blickstad (1983) observoé queel
crecimiento de B. thermosphacta ATCC-11509T a pH de 6,3 estaba favorecido sobre el de
Lactobacillus viridescens, sin embargo, ocurria lo contrario cuando el pH del medio era 5,8.
En dicho estudio se indica que el crecimiento de B. thermosphacta en condiciones
aerdbicas decrece sustancialmente a pH 5,3. Posiblemente, gracias a ello, aunque la
poblacién de B. thermosphacta (Figura V-5) de la muestra control es considerablemente
mayor que el de las BAL (Figura V-3), al incorporar P-24FR, el cambio a pH mas acidos

favorece el crecimiento de las BAL.
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Los recuentos de Enterobacteriaceae en todas las muestras analizadas fueron
inferiores a 10 ufc/g (resultados no mostrados) durante todo el periodo de

almacenamiento.

V.4.1.2 Cambios fisicoquimicos en la carne de pollo al incorporar P-24FR

V4.1.2.1 Efecto sobre el pH

En la Figura V-6 se muestran los valores de pH durante el almacenamiento. En la
muestra control el pH se incrementd ligeramente durante el almacenamiento, lo cual ha
sido observado también por Allen et al. (1997) en filetes de pollo.Esto se debe a que las
proteinas de la carne serian hidrolizadas por enzimas enddgenas y microbianas,
produciendo péptidos y aminoacidos que serian luego degradados a aminas y

aminoacidos, lo cual eleva el pH (Doyle & Beuchart, 2007).

7,0
6,5
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t(d)
H0g/Kg MW10g/Kg MmM20g/Kg M30g/Kg MWM40g/Kg m50g/Kg 60 g/Kg

*Letra diferenteindica diferencias significativas (p<0,05) seguin el test de Fischer en el ANOVA multifactorial.
Mayuscula: factor Concentracién. Minuscula: factor tiempo.

Figura V-6. Cambiosenel pHdela carne picada de pollo con diferentes concentraciones de P-24FR

Los valores de pH obtenidos en este estudio fueron similares a losindicados por otros
autores en carne de pollo (Allenet al.,1997; Qiao, Fletcher, Northcutt, & Smith, 2002). El
analisis estadistico mostré un efecto significativo delos factores tiempo y concentracion,

con interaccion significativa entre ambos factores (p<0,001, F=23,73), posiblemente
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debido a que el pH de la muestra control aumenta en el tiempo, a diferencia de las
muestras con el bioconservante.En este caso,seobservaron pHs mas bajos a medida que
aumento la concentracién de P-24FR (p<0,001, F=419,87), debido a la presencia del acido
lactico en el producto (cuantificado en el apartado11.4.2.1.2). La disminucién del pHen el
tiempo (p<0,001, F=20,54) para las muestras con el bioconservante, puede deberse a la
difusion progresiva del bioconservante durante el almacenamientoy ala proliferacion de
microorganismos productores de acidos, como las BAL, las cuales se encuentran poco
inhibidas porla adicion deP-24FR (apartado V.4.1.1). La reduccion del pH conlleva, desde
el punto de vista tecnolégicoysensorial, una disminucién dela capacidad deretencién de

agua y cambios en las propiedades épticas (Fletcher, 1999).

V4.1.2.2 Perdida de agua

La pérdida de agua por goteo (DL) estuvo significativamente afectada por la
concentracion (p<0,001, F=34,33) de bioconservante utilizada, lo cual puede observarse
en la Figura V-7. Debe considerarse que la reduccién del pH produce una disminucién de
la capacidad de retencién de agua a medida que su valor desciendo hacia el punto
isoeléctrico delas proteinas miofibrilares, siendo 5,1 para lacarnede polloyaves decorral

(Alvarado & McKee, 2007).

Se observé una reduccién significativade DL con respecto a la muestra control cuando
se utilizaron concentraciones de 10y 20 g/kg, lo cual puede deberse a que la capacidad de
retencion de agua aumentaria gracias a laincorporacion dedextrina, el soporte utilizado
para la elaboracion del bioconservante. De esta manera, el agua retenida dependeria de
dos efectos opuestos, por una parte la pérdida de agua debida a ladisminucidondel pHy
por otra, la capacidad de absorber agua de la dextrina. Este ultimo efecto estaria
favorecidocon 10y 20 g/kg de bioconservante, dado que con estas concentraciones no se
produjo un descenso muy marcado en el pH (Figura V-6), por lo cual la capacidad de
retencidn de agua no estaria tan afectada como a concentraciones mayores. Cuando se
utilizaron 30,40,50 y 60 g/kg de bioconservante, el efecto de la adicién dela dextrina se

minimizaria, dado que se observaron mayores pérdidas de agua al aumentar la
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concentraciéndeP-24FR, siendo de hasta un 7,3% el noveno dia cuando seutilizé 60 g/kg.
La pérdida deagua aumento significativamenteen el tiempo (p<0,001, F=51,97) con todas
las concentraciones, inclusive con la muestra control (0 g/kg), pero sin interaccion

significativa entre los factores (p=0,0686, F=1,86).

DL (%)

O B N W & 1 O N 0 ©

t(d)

mO0g/kg ®m10g/kg m20g/kg m30g/kg mM40g/kg m50g/kg 60 g/kg

*Letra diferenteindica diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey en el ANOVA multifactorial.
Mayuscula: factor Concentracion. Minudscula: factor tiempo.

Figura V-7. Perdida de agua por goteo (DL) en carne picada de pollo con diferentes
concentraciones de P-24FR

En la Figura V-7 seobserva que para los tiempos mds largos, las pérdidas deagua entre
las diferentes muestras tienden a igualarse. Realizando un ANOVA simple para cada
tiempo (resultados no mostrados), se obtuvieron diferencias significativas entre las
concentraciones a los 2, 4 y 7 dias (p<0,05), mientras que en el noveno dia no se

observaron diferencias significativas (p=0,0768).

V.4.1.2.3 Propiedades dpticas

La adicidn de P-24FR produjo unaumento en las coordenadas a*y b*,lo cual setradujo
en un incremento significativo del croma (p<0,001, F=715,70), indicado en la Figura V-8.
Cabe mencionar que el bioconservante en polvo, una vez hidratado adquiere una

coloracién parda, por lo cual, mayores concentraciones del producto producen un mayor
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pardeamiento, lo cual también fue observado en el capitulo!V al aplicar L-24FRen carne
de cerdo (apartado IV.4.2.3). Por otra parte, se ha observado en otros estudios que los
parametros de colora*y b*en la carnede polloserelacionan conlos valores depH (Allen
et al., 1997), posiblemente debido a los cambios en el estado de la mioglobina (Hughes,
Oiseth, Purslow, & Warner,2014).Se observo una tendencia en las muestras a un aumento
de Cab* en el tiempo (p<0,001, F=24,61), siendo también significativa la interaccidn entre

las variables concentracién y tiempo (p<0,001, F=2,83).

23
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U 13

t(d)
mOg/kga m10g/kg m™m20g/kg mM30g/kg mM40g/kg m50g/kg 60 g/kg

*Letra diferenteindica diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey en el ANOVA multifactorial.
Mayuscula: factor Concentracién. Minuscula: factor tiempo.

Figura V-8.Croma (Cap*) durante el almacenamiento de lacarne de pollo tratada con diferentes
concentraciones de P-24FR

Los cambios observados en el color durante el almacenamiento pueden apreciarsede
forma cualitativa mediantelos espectros de reflectancia de |a Figura V-9. Al comparar los
espectros de los 0 y 9 dias se observa como el color varia de una forma dindmica en el
transcurso del almacenamiento. Al inicio (t=0 d, Figura V-9a), se aprecia un cambio
evidente en las longitudes de onda entre los azules y verdes (400 — 550 nm
aproximadamente), adoptando valores mas bajosa medida queaumentd la concentracion
de P-24FR. Algo opuesto ocurrié con los naranjasyrojos,ya que | a reflectancia aumentd
conlaconcentracién paraAentre 630y 720 nm. Sin embargo, al final del almacenamiento

(Figura V-9b), los espectros muestran diferencias notables en toda la regién del visible,
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donde resalta la diferencia ente las concentraciones bajas de 10 y 20 g/kg, y las
concentraciones altas, de 40,50 y 60 g/kg, dejando el espectro de 30 g/kg en una zona
intermedia. Ademas del efecto que produce el bioconservante, la modificacion del color
durante el almacenamiento son dependientes del estado de oxidacién-reduccion de la
mioglobina (como se ha mencionado anteriormente) y de la oxidacién delos lipidos (Allen

et al., 1997).
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Figura V-9.Espectros de reflectanciade la carne de pollo con diferentes concentraciones de P-
24FR, (a) a los O dias y (b) a los 9 dias de almacenamiento

Los cambios en el color dela carnedepollosecuantificaron en funcién dela diferencia
de color (AE) (Figura V-10). Al aumentar la concentracidon de bioconservante, se
incrementaron las diferencias de forma significativa (p<0,001, F=388,80). El tiempo de
almacenamiento también mostrd ser significativo (p<0,001, F=10,75), especialmente para
0 y 10 g/kg. Se obtuvo una interaccion significativa entre ambos factores (p<0,001,
Estos resultados son similares a los encontrados en el capitulo 1V para la carne de cerdo

tratada con L-24FR (1V.4.2.3).
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*Letra diferente indica diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey en el ANOVA multifactorial.
Mayuscula: factor Concentracién. Minudscula: factor tiempo.

Figura V-10. Diferendias de color (AE) calculadas con respecto a la muestra control (0 g/Kg) durante
el almacenamientode la carne picada de pollotratada con P-24FR a diferentes concentraciones

(g/ke)

V.4.2 Efecto del bioconservante P-24FR en la carne de pollo envasada en
atmosfera modificada (MAP)

Los resultados del apartado V.4.1 mostraron una inhibicién importante de aerobios
mesofilos, Pseudomonas spp. y B. thermosphacta respecto a la muestra control, cuando
se utilizaron 20y 30 g/kg de bioconservante. A su vez, con dichas concentraciones se
consiguieron cambios menos notables en las propiedades fisicoquimicas, a diferencia de
lo observado con las concentraciones de 40, 50 y 60 g/kg. Con el fin de aumentar la vida
util de un producto carnico preparado con el bioconservante, se envasd la carnede pollo
picada con concentraciones de 20y 30 g/kg en atmdsfera modificada (MAP) para evaluar
los cambios fisicoquimicos y microbioldgicos que se producen en estas condiciones

durante el almacenamiento en refrigeracidn.

V.4.2.1 Efecto sobre la flora microbiana de la carne picada de pollo en MAP

La curva de crecimiento de los aerobios mesofilos enla muestra control (Figura V-11),

presentd una tendencia lineal, sin fase de latencia ni estacionaria. Por el contrario, al
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adicionar P-24FR, se obtuvo un efecto antimicrobiano dada la presencia de una fase de

latencia de 3 —4 dias (Tabla V-5).
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Figura V-11. Curvas de crecimiento de aerobios mesdfilos en carne de pollo en MAP con diferentes
concentraciones de P-24FR

Tabla V-5. Pardmetros de los modelos de credmiento de aerobios meséfilos en carne de pollo
envasada en MAP con diferentes concentraciones de P-24FR

(Zc;lr:; (log z(}c-g'l) (log Z;og'l) Ad) (log uL;Z?gX‘Ld-l) > ke
0* 3,89+0,01 - - 0,26+0,02 0,167 0,967

20%* 3,67+0,07 - 4,340,7 0,31+0,03 0,137 0,953

30%* 3,61%0,18 - 3,2+1,8 0,23+0,08 0,311 0,752

*Modelo lineal, **Modelo de Baranyi y Roberts

El crecimiento microbiano en presencia del bioconservante presentd un
comportamiento similar durante todo el almacenamiento, consiguiéndose en todo
momento recuentos inferiores a los obtenidos en la muestra control, del orden de 1 log
ufc/g. Al comparar el desarrollo de estos microorganismos en la carne de pollo en MAP
(Figura V-11) y sin MAP (Tabla V-1) se observd que en la muestra control se produjo una
velocidad de crecimiento ligeramente menor con MAP (~0,07 log ufc.g-1.d-1), partiendo
de yosimilares.En el casode 20 g/kg se produjo un incremento de la fasede latencia con

el usode MAP (~3 dias)yuna reduccién de la velocidad decrecimiento (~0,2 log ufc.g.d-
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1), mientras que con 30 g/kg practicamente s6lo sedetectd unareduccidnde |a pmax (0,34
log ufc.g't.d"1). Al cabo de nueve dias de almacenamiento la reduccién en los recuentos de
aerobios mesofilos fuede 1 y 2 logufc/g, cuando se utilizd MAP con las dosis de20y 30
g/kg, respectivamente, mientras que sin MAP practicamente no se produjo reduccion.
Estos resultados resaltan |la importancia de combinar técnicas de conservacidn que
permitan un efecto sinérgicoen el alargamiento de la vida util de los productos. Muchas
bacterias aerobias son generalmente inhibidas por concentraciones iguales o mayores a
20% de CO2, por lo que la vida utildela carnedepollose incrementa conla concentracion

de dicho gas (Cortez-Vega, Pizato, & Prentice, 2012).

Los recuentos de bacterias acido-lacticas (Figura V-12), apenas mostraron un efecto
del bioconservanteconrespecto a la muestra control. Estos resultados son similares a los

obtenidos en el apartado V.4.1, en la carne picada de pollo sin MAP.
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Figura V-12. Curvas de crecimiento de BAL en pollo envasado en MAP y con diferentes
concentraciones de P-24FR

En la muestra control con MAP (Figura V-12) se produjo una extensidn importante de
la fase de latencia de las BAL de 6,6%0,3 dias (Tabla V-6), un valor considerablemente
mayor al obtenido sin MAP, de 2,6+1,6 dias (Tabla V-2). Al aplicar el bioconservante, el
envasadoen MAP mejoraria la vida Util de la carne con 20 g/kg, dado que se incrementé

lafasedelatencia (en ~1,8 dias)yseredujola velocidad decrecimiento (en ~0,13 log ufc-g-
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1.d-1) con respecto a la carne con la misma concentracion de P-24F sin MAP. En cambio,
con 30 g/kg se produjoun aumento de pmax (0,37 log ufc-gt-d?)al utilizar MAP, de forma

gue en este caso no se produjeron ventajas al utilizar la atmdsfera modificada.

Tabla V-6. Pardmetros de crecimientode las bacterias acido-lacticas seginel modelode Baranyi &
Roberts (1994) encarne de pollo envasada en MAP, con diferentes concentraciones de P-24FR

(‘;‘/’E;) (log Zofc-g'l) (log LTffC'g’l) A(d) (log uL;:-a;'l-d'l) > R?
0 2,75+0,07 - 6,61+0,3 0,60+0,09 0,160 0,929
20 2,5840,01 - 4,66+1,1 0,32+0,09 0,213 0,883
30 2,6510,05 - 4,66+0,74 0,25+0,05 0,109 0,947

Los resultados obtenidos indican que las BAL no estarian inhibidas por el
bioconservante, sin embargo, la atmésfera modificada (22% 02, 30% CO2, 48% N3)
extendio la fasedelatencia con 20 g/kgde P-24FRy en la muestra control. Estos resultados
son similares a los encontrados por Esmer etal. (2011) en carne de vacuno con una
atmosfera similar (30%02, 30%CO;, 40%N;), pero difiere de los resultados de
Mastromatteo et al. (2009) en carne picada de aves envasada en diferentes
combinaciones de O,y CO3, quienes encontraron un crecimiento sostenido de este grupo

de microorganismos.

Las pseudomonas son microorganismos que tienen una alta sensibilidad haciael CO».
Valores iguales o mayores a 20% de CO; en la composicién de la atmdsfera del envase
permiten una inhibiciénimportante de estos microorganismos (Esmer et al.,2011). Es por
elloque en la muestra control, utilizando MAP (Figura V-13), se obtuvo una estabilizacién
de los recuentos (fase estacionaria) a partir de los 4 dias de almacenamiento, mientras
que sin MAP (Figura V-4) se obtuvo un crecimiento lineal hasta aproximadamente 5 log
ufc/g, lo que representa una unidad logaritmica mas de la alcanzada con atmdsfera

modificada.
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Figura V-13. Curvas de crecimiento de Pseudomonas spp. en carne de pollo envasada en MAPy
con diferentes concentraciones de P-24FR

Al aplicar el bioconservante (Figura V-13), los recuentos permanecieron en general
estables durante el almacenamiento, de forma similar a lo observado en la muestra
control. Este comportamiento no fue observado paralas pseudomonas enla carnecon P-
24FR sin MAP (Figura V-4), obteniéndose en este caso un crecimiento sostenido de estos
microorganismos. Por tanto, |la atmdsfera modificada en conjunto con P-24FR ejercié un
efecto significativo en la inhibicidn de las pseudomonas, produciéndose una importante
reduccién de yo y una reduccién de los recuentos del orden de una unidad logaritmica
durante la mayor parte del almacenamiento (Figura V-14). Especificamente, al utilizar 20
g/kg de bioconservante, se mantuvo un comportamiento lineal ligeramente decreciente
con una velocidad de decrecimiento practicamente nula (Tabla V-7), mientras que con 30
g/kg se produjo una fase de hombro y un decrecimiento importante a partir del séptimo

dia.

214



CapituloV

Tabla V-7. Pardmetros de los modelos de crecimiento e inactivacién de Pseudomonas spp. en

carne de pollo en MAP, con diferentes concentraciones de P-24FR

(ZC;IT; (Iogmc-g’l) (log Lﬁc-g’l) A(d) (log uk;ns;*d’l) > R?
0* 3,60+0,13 4,04+0,09 - 0,11+0,07 0,187 0,410
20%* 2,98+0,08 - - -0,01+0,01 0,143 0,018
30%** 3,06+0,06 - 8,1+0,6 -0,82+0,44 0,017 0,751

*Modelo de Baranyiy Roberts, **Modelo Lineal, ***Modelo de Geeraerd, Herremans y Van Impe

El efecto de la atmdsfera modificada sobreel crecimiento de B. thermosphacta puede

observarse al comparar la muestra control en MAP (Figura V-14)y sin MAP (Figura V-5).

En la muestra control, al utilizar MAP seobtuvo una reduccién de los recuentos al final del

almacenamiento de aproximadamente dos unidades logaritmicas, alcanzandose ademas

la fase estacionaria, lo cual no se observo en la carne sin MAP (Tablas V-8 y V-4).
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Figura V-14. Curvas de crecimiento de B. thermosphacta en carne de pollo envasada en MAP y con

diferentes concentraciones de P-24FR
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Tabla V-8. Pardmetros delos modelos crecimiento de Brochothrix thermosphacta en carne de
pollo en MAP, con diferentes concentraciones de P-24FR

(fgc;rk]; (log Zofc'g’l) (log Lﬁc-g’l) Ad) (log uﬁ?ﬁ;*d’l) > ke
0* 2,85+0,22 5,41+0,17 - 0,5940,1 0,333 0,907
20* 2,39+0,14 4,3241,23 - 0,190,04 0,235 0,879

30** 2,64+0,11 - - 0,003¢0,02 0,199 0,003

*Modelo de Baranyiy Roberts, **Modelo Lineal

En MAP al aplicar20 g/kg debioconservante, los recuentos finales seredujeronen ~1,5
log ufc/g, conrespecto al control, mientras que con 30 g/kg se obtuvo una inhibicién total
del microorganismo dado que la velocidad de crecimiento fue practicamente nula (Tabla
V-8). Este fendmeno no se observo en la carnecon la misma concentracién de P-24FR sin
MAP (Figura V-5), de modo que el bioconservante P-24FR y la atmdsfera modificada

ejercen un efecto sinérgico en la extension de la vida util del producto.

La composicion dela atmdsfera defineel tipo de metabolismo (aerdbico o anaerdbico)
de B. thermosphacta, del cual dependen los productos metabdlicos que genera, siendo
algunos deellos responsables de aromas desagradables en la carne (Blickstad, 1983). En
general se prefiere el metabolismo anaerdbico, debido a que en este caso se produce
acido lactico y etanol, principalmente, mientras que en el metabolismo aerdbico se
producen compuestos indeseables como acetoina y los acidos acético, isobutirico e

isovalérico, entre otros compuestos (Pin et al., 2002).

Al igual que en las determinaciones microbioldgicas realizadas a la carne de pollo
picada, los recuentos de enterobacterias fueron inferiores a 10 ufc/g (resultados no

mostrados).
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V.4.2.2 Determinaciones fisicoquimicas

V.4.2.3 Efecto sobre el pH

Los valores de pH fueron significativamente mas bajos (p<0,001, F=954,07) cuandose
utilizé P-24FR en comparacién con la muestra control (FiguraV-15). A pesar de que con 20
y 30 g/kg se obtuvieron diferencias significativas, los valores de pH a cada tiempo difirieron

sélo en 0,1 unidades aproximadamente.
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pH 50 A
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3,5
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mO0g/Kg B 20 g/Kg = 30g/Kg

*Letra diferenteindica diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey en el ANOVA multifactorial.
Mayuscula: factor Concentracién. Minuscula: factor tiempo.

Figura V-15.Variaddndel pHdelacarne de pollo en MAP tratada con diferentesconcentraciones
de P-24FR

Los valores del pH se mantuvieron practicamente constantes en el tiempo a diferencia
de lo observado con la carne de pollosin MAP, parala cual se detecté una reduccion del
pH en el tiempo con 20y 30 g/kg de P-24FR, de 0,7 y 0,4 unidades de pH respectivamente
(Figura V-6). Esto puede deberse a que con MAP se consiguid inhibir a microorganismos
alterantes productores de acidos organicos, como las bacterias acido-lacticas y B.
thermosphacta. Asimismo, no se produjo un aumento del pH en el caso de |la muestra

Control.
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V.4.2.4 Propiedades opticas

Al igual que en el caso del pollo picado (apartado V.4.1.2.3) la coloracion del
bioconservante y el descenso de pH serian los principales causantes del aumento del
croma (Cab*) de las muestras en funcion dela concentracion utilizada (p<0,001, F=248,58)
(Figura V-16). En el transcurso del almacenamiento, se observé un aumento de Cap*
(p<0,001, F=15,11) como en el caso de la carne de pollo picada. Se obtuvo ademds una
interaccion significativa de ambos factores (p<0,001, F=4,43), aunque las variaciones de
croma en el tiempo realmente no fueron tan importantes entre las dosis durante los

primeros siete dias.
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*Letra diferente indica diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey en el ANOVA multifactorial. Mayuscula: factor
Concentracién. Minuscula: factor tiempo.

Figura V-16.Croma (Cab*) y luminosidad (L*) ydurante el almacenamiento de la carne de pollo
tratada con diferentes concentraciones de P-24FR

La luminosidad, por su parte fue significativamente mayor (p<0,001, F=45,14) en la
muestra control que cuando se utilizé el bioconservante, por lo cual puede considerarse
que la carne adquiria un color mas palido o grisaceo, fendmeno que puede ocurrir en la
carnede pollo picada envasadaen MAP (Saucier et al.,2000). No se produjeron diferencias

en este pardmetro entre las dos concentraciones de P-24FR utilizadas. Por su parte, el

218



CapituloV

tiempo presentd un leve efecto significativo (p=0,0193, F=4,26) sobre L*, siendo mucho

mas relevante el efecto de la concentracién.

En la Figura V-17 se observa la modificacion delos espectros segliin la concentraciony
el tiempo de almacenamiento (Oy 9 dias).Parat= 0 d, existen cambios importantes en la
absorbancia en la regiéon de los azules y verdes (420 — 540 nm), siendo menores las
reflectancias en el casode las muestras con bioconservante. A suvez, |as reflectanciasde
la zona delos rojos (660 —720 nm) son mayores en estas muestras, probablemente debido
alaadicion del bioconservante, como se comenté anteriormente en el casodelacarnede
pollo picada. Para t=9 d, seintensifican los cambios en la regidon de 420 — 540 nm vy en
general, se presentan cambios en todo el espectro que denotan la evolucién del coloren

la carne de pollo con las dos concentraciones de P-24FR.

(a) (b)
40 40
=30 x30
© ©
(&) o
20 — 520
g S o
o @
S 10 , F 10 7
0 0
8232388339888 81% 8223883392 883888%
Mn N < < T N N n O W W O~ n N < < T N N n O W W O~
t(d) t(d)
——0g/kg ——20¢g/kg 30g/kg ——0g/kg ——20¢g/kg 30 g/kg

*Letra diferenteindica diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey en el ANOVA multifactorial.
Mayuscula: factor Concentracion. Minudscula: factor tiempo.

Figura V-17. Espectros de reflectancia (%) de la carne de pollo en MAP con diferentes
concentraciones de P-24FRparat=0d (a) yt=9d (b)

Las diferencias entre los espectros de la muestra control y los de las muestras con P-
24FR setraducen en las diferencias de color (AE), que se muestran en la Figura V-18. Se
observaron diferencias significativas (p<0,001, F=72,23) entre aplicar20 o 30 g/kg del

bioconservante, y un aumento significativo (p<0,001, F=63,23) de AE en el tiempo,
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especialmente al noveno dia de almacenamiento.Dado que la vel ocidad en la que cambia
el valor de AE cuando se utiliza 20 g/kg es mas alta que con 30 g/kg, se produjo una

interaccion significativa entre los dos factores (p<0,01, F=4,57).

0 2 4 7 9
t(d)
m 20 g/kg m30g/kg

*Letra diferenteindica diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey en el ANOVA multifactorial.
Mayuscula: factor Concentracién. Minuscula: factor tiempo.

Figura V-18.Diferendas en Color (AE) delacarne de pollo en MAP tratada con bioconservante (20
y 30 g/kg) y comparadas con la muestra control (0 g/kg)

V.4.2.5 Concentracion de gases en el envase

No se observaron cambios en la atmésfera modificada durante los nueve dias de
estudio, manteniéndose su composicién inicial (22% 0, 30% CO2, y 48% N),
probablemente debido a que el tiempo de almacenamiento no fue lo suficientemente
largo para permitir el desarrollo demicroorganismos capaces dealterar la concentracion
de los gases mediante el consumo de oxigeno o la produccion de CO». La concentracidn de
este Ultimo en la carneen MAP también depende de la cantidad que pueda ser absorbida

por el producto en las condiciones de envasado (Esmer et al., 2011).

V.5 CONCLUSIONES

En este capituloseevidencidla capacidad antimicrobiana del bioconservante en polvo

obtenido a partir de un cultivoiniciador de Pediococcus pentosaceus sobre carnede pollo
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picada duranteel almacenamiento en refrigeracion. Aconcentraciones entre 30 y 60 g/kg
se observd una inhibicion del crecimiento de aerobios mesdéfilos y pseudomonas durante
los primeros dias. Concentraciones de 50y 60 g/kg inhibieron totalmente el desarrollo de
B. thermosphacta, mientras que con 10 y 20 g/kg apenas se observd efecto
antimicrobiano. Por otra parte, las propiedades fisicoquimicas tales como el colory la
pérdida de agua por goteo se ven tanto mas afectadas cuanto mayor es la concentracion

de bioconservante utilizada.

Al aplicar la bioconservacidn en conjunto con el envasado en atmdsfera modificada
(MAP), se produce un efecto sinérgico, dado que la reducciéon de los recuentos es
considerablemente mejor al compararla con la carne de pollo sin MAP. Ademds, la
utilizacidon de MAP reduce también las alteraciones en las propiedades fisicoquimicas de
la carne en comparacion con las muestras no envasadas en MAP. Por lo tanto, una
concentracion de bioconservante de 20 g/kg combinada con una atmdsfera modificada
con una mezcla de gases de 22% 02, 30% CO2, y 48% N permitiria alargarla vida util dela
carnede pollopicada enrefrigeracion mas alla delos nueve dias, inhibiendo el desarrollo
de pseudomonas y B. thermosphacta, microorganismos normalmente implicados en la
apariciondeolores desagradables. Ademds, al reducirseel desarrollo de BAL se evitaria la

aparicion de alteraciones relacionadas con su crecimiento.

Los resultados de este estudio demuestran que el bioconservante P-24FR podria ser
utilizado en productos de carne de pollo,siempreque se establ ezcanlas dosisadecuadas
en funcidn de la vida util deseada y de otras variables, como el tipo de producto y los
ingredientes que lointegran. De este modo, de cara a la aplicacion deP-24FR en productos
cdrnicos, se deberd considerar que el efecto sobre la flora microbianay las propiedades
fisicoquimicasseria distinto al obtenido en este estudio si secontemplanvariacionesenla
composiciéon de la atmosfera del envase (otra mezcla de gases o vacio), el uso de otras
técnicas de conservacién (como la aplicacion de tratamientos térmicos o el uso de altas
presiones hidrostaticas) y la adicion de otros ingredientes antimicrobianos como la sal o

las especias.
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VI. CONSIDERACIONES FINALES Y RECOMENDACIONES

Los resultados de esta tesis demuestran la posibilidad tecnoldgica de elaborar
bioconservantes a partir de los cultivos iniciadores L plantarum y P. pentosaceus
pertenecientes a la coleccidon de la empresa colaboradora de este proyecto. Tal como se
ha demostrado en este trabajo, ambos microorganismos son capaces de producir
metabolitos antimicrobianos con efecto antagdnico sobre microrganismos patdgenos (E
coli 0157:H7 y L. monocytogenes) y sobre bacterias alterantes dela carnedecerdo y pollo

(enterobacterias, bacterias dcido-lacticas, Brochothrix thermosphacta y pseudomonas).

El poder antimicrobiano de los caldos de fermentacién de las cepas estudiadas se
atribuye a la produccion de acido lactico. Considerando que al neutralizar dichos caldos
desaparecia completamente el efecto antimicrobiano, se infiere que a las condiciones
ensayadas, ambos microorganismos no son capaces de producir (o no lo hacen en
cantidades detectables) otras sustancias antimicrobianas, como las bacteriocinas. Como
se ha comentado en esta tesis, |la produccidn de estos compuestos depende de una
variedad defactores,como |la temperatura de incubacién o lacomposicidondel medio. Por
ello,sedebe estudiar si estos microorganismos pueden producir bacteriocinas al modificar
alguna(s) de las condiciones del proceso de fermentacion. La presencia de bacteriocinas
(u otros péptidos antimicrobianos) en el producto bioconservante reforzaria la actividad
antimicrobiana del mismo, al aplicar otras sustancias antimicrobianas distintas al acido

lactico, pudiendo incluso producirse en efecto sinérgico.

Dado que el efecto antimicrobiano de los productos bioconservantes obtenidos en
este proyecto depende Unicamente de los dcidos, las dosisy el tipo de producto carnico al
cual pueden aplicarse se encuentran limitados, considerando que a determinadas
concentraciones generan cambios indeseables enel colory lacapacidad de retencién de
agua. Por esta razon debe establecerse una dosis recomendada, que dependera de las

caracteristicas del producto carnicoy de la vida util que se desee conseguir en el mismo.
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El crecimiento microbiano depende del envasado (aire, vacio o MAP), el formato
(picada, troceada, embutida), tratamientos previos (coccion, altas presiones hidrostaticas,
entre otros) y la presencia de ingredientes con poder antimicrobiano (especias, fosfatos,
sal, entre otros). Sobre estos ultimos, las tendencias en alimentacién de productos libres
de conservantes, impulsana laindustria carnicaa eliminarlos enla medida de lo posible,
lo cual puede conseguirse sustituyéndolos por bioconservantes como los elaborados en
este proyecto. Sin embargo, debe determinarse el impacto a nivel sens orial en el producto
carnico, ya que podrian producir modificaciones en el sabor, color o textura que limitarian
su aplicacién a productos especificos. En este sentido, aun deben esclarecerse las
posibilidades comerciales de ambos bioconservantes, considerando el tipo de producto
cdrnicoal cual podrianaplicarse (productos adobados, marinados, cocidos, etc.), las dosis
necesarias para lograr una efecto inhibitorio aceptable y la repercusién que tendra en el
precio del producto para el distribuidor y el consumidor final. Todo ello depende de la
rentabilidad econdmica del proceso de obtencidn y purificacidn. Sera mas rentable si se
plantea que del mismo proceso de fermentacién se obtenga por una parte, la biomasa
parala produccidndestarters,y porotra, el caldodefermentacidn paralaelaboraciénde
bioconservantes. En investigaciones futuras deberd considerarseesta vision del proceso.
Por esta razoén, si se realizan modificaciones en la composicién del medio y/o en las
condiciones defermentacidn para aumentar la produccidn desustancias antimicrobianas,

dichos cambios deberian considerar la produccién de biomasa.

Paralaaplicacion delos bioconservantes obtenidos en este trabajo, debera realizarse
una sustitucion delos componentes del medio de cultivo MRS por sus equivalentes de uso
alimentario. Aunque algunos de dichos componentes no se encuentran autorizados
especificamente para su aplicacién en productos carnicos (segun los Reglamentos (CE)
1333/2008y 1129/2011), existen mecanismos para solicitar su autorizacién que deberan
contemplarse de cara a la comercializacion del bioconservante, como lo establece el
Reglamento (CE) 258/97 y atendiendo al texto de recomendaciones de la comision del 29

de julio de 1997, relativo a dicho reglamento.
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Consideraciones finalesy recomendaciones

Mas alla delos resultados obtenidos, en el desarrollo de este trabajo se ha establecido
una metodologia y un conjunto de técnicas analiticas que pueden ser aplicadas en el
estudio de otras cepas bacterianas con el objetivo de producir bioconservantes. En el caso
de la empresa colaboradora, este proyecto de tesis ha sentado las bases de una nueva
linea de investigacion y desarrollo de ingredientes bioconservantes, lo cual contribuye a
que en el futuro pueda ampliarse su oferta de productos hacia opciones i nnovadoras,

acordes a las demandas del consumidor y en linea con las tendencias actuales en

ingredientes alimentarios.
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