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Resumen

La conservacion de alimentos tiene como principal objetivo garantizar su
estabilidad y seguridad microbioldgica, al menos, durante el tiempo de vida util.
Para ello, tradicionalmente se han aplicado tratamientos térmicos intensos. Sin
embargo, desde hace algunos afios se buscan alternativas porque la aplicacion
de calor merma las propiedades de cualquier alimento, mientras que el
consumidor demanda productos poco procesados, sin aditivos sintéticos. En
respuesta a esta demanda, hoy en dia se promueve la aplicacion de tecnologias
de conservacion no térmicas y el uso de antimicrobianos de origen natural, que
permitan cumplir con la legislacidon vigente y, a la vez, mantener o mejorar el
perfil nutricional, sensorial y funcional de los alimentos frescos. En este sentido
se ha desarrollado la tecnologia de barreras, que propone la combinacion de
métodos con efectos sinérgicos, para alcanzar los objetivos de estabilidad y
seguridad planteados, minimizando la intensidad y el impacto de los métodos

escogidos.

En consecuencia, la presente tesis doctoral plantea el estudio de una estrategia
combinada para reducir o controlar la concentracion de microorganismos
patogenos en alimentos minimamente procesados, libres de aditivos sintéticos.
En concreto, se estudio el efecto obtenido al combinar el uso de antimicrobianos
de origen vegetal con el procesado mediante altas presiones hidrostaticas para
alargar la vida util de bebidas vegetales elaboradas a partir de zumos de fruta
fresca. En primer lugar se evaluo el potencial antimicrobiano del carvacrol, del
citral, del asai y de la estevia, desde un punto de vista cinético, en medio de

referencia, a distintas temperaturas. A continuacién se formulé una bebida



vegetal y se cuantificd el potencial antimicrobiano de la estevia, sola y
combinada con la aplicacion de altas presiones hidrostaticas, desde un punto de
vista cinético, a distintas temperaturas. Por altimo, utilizando la metodologia de
superficies de respuesta se optimiz6é la combinacion de métodos, valorando
también su efecto sobre la inhibicion de enzimas implicados en el deterioro de
los alimentos, asi como sobre el contenido total de compuestos fendlicos y la

actividad antioxidante de la bebida formulada.

De acuerdo con los resultados obtenidos se concluye que carvacrol, citral, asai y
estevia podrian afectar la supervivencia o el crecimiento de microorganismos
patogenos en alimentos minimamente procesados, y por lo tanto, que los cuatro
podrian ser empleados como medidas adicionales para el control microbioldgico
durante el almacenamiento. Por otro lado, en vista de los resultados obtenidos
en la bebida se demuestra que combinar la adicion de estevia con la aplicacion
de altas presiones hidrostaticas podria ser una buena estrategia para cumplir con
los estandares microbiologicos exigidos para zumos y bebidas similares.
Ademas, la combinacion podria (i) inhibir la accién de enzimas implicados en el
pardeamiento (concretamente, las actividades polifenoloxidasa y peroxidasa);
(ii)) mejorar aspectos relacionados con la calidad funcional de las bebidas
vegetales (habiéndose observado un incremento tanto en el contenido total de
compuestos fenolicos como en la actividad antioxidante de un extracto obtenido
a partir de zumos), y (iii) evitar la adicion de azicares o edulcorantes sintéticos
(teniendo en cuenta el poder edulcorante de los esteviol glicosidos que se

acumulan en las hojas de estevia).



Resum

La conservaci6 d’aliments té com a principal objectiu garantir la seua estabilitat
i seguretat microbiologica, almenys, durant el periode de vida util. Amb aquesta
finalitat, tradicionalment s’han aplicat tractaments térmics intensos. No obstant
aixo, des de fa alguns anys es busquen alternatives, perque ’aplicacié de calor
minva les propietats de qualsevol aliment, mentre que el consumidor demanda
productes escassament processats, sense additius sintétics. En resposta a aquesta
demanda, actualment es promou 1’aplicacié de tecnologies de conservacid no
termiques i 1’s d’antimicrobians d’origen natural, que permeten complir amb la
legislacié vigent i, alhora, mantenir o millorar el perfil nutricional, sensorial 1
funcional dels aliments frescos. En aquest sentit s’ha desenvolupat la tecnologia
de barreres, que proposa la combinacié de métodes de conservacié amb efectes
sinérgics, per a aconseguir els objectius d’estabilitat i seguretat plantejats,

minimitzant la intensitat i I’'impacte dels métodes escollits.

En conseqiiéncia, la present tesi doctoral planteja I’estudi d’una estratégia
combinada per a reduir o controlar la concentracié6 de microorganismes
patogens en aliments minimament processats, lliures d’additius sintétics. En
concret, es va estudiar I’efecte obtingut en combinar 1’us d’antimicrobians
d’origen vegetal amb el processament mitjangant altes pressions hidrostatiques
per a allargar la vida 0til de begudes vegetals preparades a partir de sucs de
fruita fresca. Amb aquest objectiu, en primer lloc es va determinar el potencial
antimicrobia del carvacrol, el citral, ’acai i I’estévia, des d’un punt de vista
cinetic, en medi de referéncia, a diferents temperatures. A continuacio, es va

formular una beguda vegetal i es va quantificar el potencial antimicrobia de



I’estévia, sola i combinada amb 1’aplicacid d’altes pressions hidrostatiques, des
d’un punt de vista cinétic, a diferents temperatures. Finalment, emprant la
metodologia de superficies de resposta es va optimitzar la combinacié de
meétodes, valorant també el seu efecte sobre la inhibicidé d’enzims implicats en la
deterioracio dels aliments, aixi com el seu efecte sobre el contingut total en

compostos fenolics i I’activitat antioxidant de la beguda desenvolupada.

D’acord amb els resultats obtinguts es conclou que carvacrol, citral, acaf i
estévia podrien afectar la supervivéncia o el creixement de microorganismes
patogens en aliments minimament processats, i per tant, que els quatre podrien
ser emprats com a mesures addicionals per al control microbiologic durant
I’emmagatzematge. D’altra banda, segons els resultats obtinguts en la beguda es
demostra que combinar 1’addicié d’estévia amb I’aplicacio d’altes pressions
hidrostatiques podria ser una bona estratégia per a complir amb els estandards
microbiologics exigits per a sucs i begudes similars. A més, la combinaci6
podria (i) inhibir I’accié d’enzims implicats en I’embruniment (en particular, les
activitats polifenoloxidasa i peroxidasa), (ii) millorar aspectes relacionats amb
la qualitat funcional de la beguda (havent-se observat un increment tant en el
contingut total de compostos fenolics com en [D’activitat antioxidant d’un
extracte obtingut a partir de sucs), i (iii) evitar 1’addicié de sucres o edulcorants
sintetics (tenint en compte el poder edulcorant dels esteviol glicosids que

s’acumulen en les fulles d’estévia).



Summary

The main goal of food preservation is to ensure foods’ microbiological stability
and safety, at least, during their shelf life. For this purpose, intense heat
treatments have been traditionally applied. However, for some years now, there
is a need to search for new alternatives because heat penalizes the properties of
foods, while consumer demands for minimally processed products, without
synthetic additives. In response to this demand, nowadays it is promoted the
application of non-thermal preservation technologies and the use of natural
antimicrobials, which allow compliance of the current legislation, while
maintaining or improving the nutritional, sensory and functional profile of fresh
foods. In this sense, the hurdle technology, which proposes the combination of
preservation methods with synergistic effects, has been developed to achieve
the objectives of stability and security by minimizing the intensity and the

impact of the chosen methods.

Accordingly, this doctoral thesis poses the study of a combined strategy to
reduce or control the concentration of pathogenic microorganisms in minimally
processed foods, free of synthetic additives. Specifically, it was studied the
effect of combining the use of plant-based antimicrobials with high pressure
processing, to extend the shelf life of plant-based beverages, containing fresh
fruit juices. With this aim, the antimicrobial potential of carvacrol, citral, acai
and stevia was first evaluated, from a kinetic point of view, in reference
medium, at different temperatures. Then, a plant-based beverage was
formulated and the antimicrobial potential of stevia alone and in combination

with the application of high hydrostatic pressures was quantified from a kinetic



point of view, at different temperatures. Finally, the combination was optimized
using the response surface methodology, evaluating also its effect on the
inhibition of enzymes involved in food spoilage as well as its effect on the total

phenolic content and the antioxidant activity of the food developed.

According to the results, carvacrol, citral, acai and stevia could affect the
survival or growth of pathogenic microorganisms in minimally processed foods.
Therefore, those antimicrobials could be used as additional measures for
microbiological control during storage. On the other hand, according to the
results obtained in the beverage, combining the addition of stevia with high
pressure processing could be a good strategy to meet the microbiological
standards required for juices and similar foods. Furthermore, this combination
could (i) inhibit the action of enzymes involved in browning (specifically,
polyphenoloxidase and peroxidase activities), (i1) improve the functional quality
of plant-based beverages (as an increase both in the total phenolic content and
the antioxidant activity was observed in an extract obtained from juices), and
(iii) avoid the addition of sugars or synthetic sweeteners (given the sweetening

power of the steviol glycosides present in stevia leaves).
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los simbolos destacables en este manuscrito.

% (p:p) Por ciento peso-peso
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(log ufc/mL)/h Logaritmo de unidades formadoras de colonia por mililitro y hora
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Justificacion

En los paises desarrollados, el consumidor es cada vez mas consciente de la
influencia de la dieta sobre la salud, en todas las etapas de la vida. Por eso,
desde hace algunos afios busca alimentos de calidad, frescos o poco procesados,
que sean nutritivos, funcionales, seguros, duraderos y apetecibles, en ausencia
de aditivos sintéticos. Ademas, busca productos econdmicos y novedosos, listos

para comer o faciles y rapidos de preparar.

Para la industria, satisfacer esta demanda supone, entre otras cosas, implementar
nuevas estrategias de conservacion. Estas estrategias deben ser capaces de
garantizar estabilidad y seguridad, afectando lo menos posible a las propiedades
del alimento fresco (a diferencia de los métodos tradicionales, entre los que se

encuentran el procesado térmico y la aplicacion de conservantes sintéticos).

En consecuencia, desde hace algunos afios existe un creciente interés (i) en el
desarrollo de tecnologias de conservacidon no térmicas; (ii) en la busqueda de
conservantes naturales (de origen animal, vegetal o microbiano); (iii) en la
tecnologia de barreras, es decir, en la aplicacion conjunta de distintos métodos
con efectos sinérgicos, y, ademas, (iv) en la optimizaciéon de los métodos o

combinaciones escogidos para un alimento en concreto.

Sin olvidar la importancia de las buenas practicas higiénicas (BPH) y las buenas
practicas de manufactura (BPM), en las circunstancias actuales la tecnologia de
barreras y la optimizacion cobran especial relevancia, porque permiten mejorar
la eficacia y, por tanto, reducir la intensidad con la que se aplican las barreras

consideradas. Con respecto a la combinacion de métodos, una de las opciones
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mas atractivas es sin duda la aplicacidén conjunta de tecnologias no térmicas y
de conservantes naturales, ya que pueden garantizar estabilidad e inocuidad

hasta el momento de consumo.

Entre las tecnologias no térmicas desarrolladas hasta la fecha destaca el
procesado por altas presiones hidrostaticas (HHP, por sus siglas en inglés), que
ya se aplica comercialmente para productos envasados de todo tipo. Por otro
lado, entre los conservantes naturales destacan los de origen vegetal, en parte,

porque encajan a la perfeccion en el marco de una alimentacion saludable.

En cualquier caso, para evaluar el potencial antimicrobiano de estas nuevas
estrategias resulta muy util la cuantificacion del efecto observado a partir de
curvas de crecimiento, supervivencia o inactivacion, que permiten, ademas,
describir y predecir el comportamiento microbiano, en base a parametros
cinéticos y segun las condiciones de procesado y almacenamiento. En la
bibliografia existen pocos estudios de este tipo, que, sin embargo, son
necesarios para planificar un sistema adecuado de analisis de peligros y puntos

criticos de control (APPCC) en la industria.

Considerando las necesidades actuales en el contexto de la conservacion de
alimentos y la importancia de los estudios cinéticos, la presente tesis aborda el
estudio de la actividad antimicrobiana de distintos ingredientes de origen
vegetal, asi como su posible aplicacion combinada con las HHP para la

conservacion de bebidas vegetales minimamente procesadas.
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a) Microorganismos patogenos transmitidos por alimentos

De acuerdo con la Red Internacional de Autoridades de Inocuidad de los
Alimentos (INFOSAN, por sus siglas en inglés), las intoxicaciones, infecciones
y toxiinfecciones de transmision alimentaria siguen siendo un problema de
salud publica importante, que afecta también a paises desarrollados (INFOSAN,
2006). A pesar de los avances logrados en materia de higiene y seguridad
alimentaria, la importancia del problema es evidente dado el numero de
personas que enferman o mueren, cada afio, por consumo de alimentos que
contienen agentes patégenos (Kooper, 2009). En EE. UU., los Centros para el
Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés)
estiman que anualmente 48 millones de personas sufren alguna enfermedad de
origen alimentario (CDC, 2015). Aunque la mayoria de casos son esporadicos,
un pequefio porcentaje forma parte de brotes, que afectan a 2 0 mas personas
que sufren la misma enfermedad después de haber consumido el mismo
alimento o un alimento del mismo origen, siendo éste el vehiculo inequivoco
transmisor de aquella (CDC, 2015).

Segun la Autoridad Europea para la Seguridad de los Alimentos (EFSA, por sus
siglas en inglés) y el Centro Europeo para la Prevencion y el Control de
Enfermedades (ECDC, por sus siglas en inglés), durante el afio 2013 en la
Union Europea (UE) se registraron 5196 brotes de enfermedades transmitidas
por alimentos, afectando a 43 183 personas, con 5946 hospitalizaciones y 11
muertes (EFSA y ECDC, 2015). Segun los CDC, ese mismo afio en EE. UU. se
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registraron 818 brotes de enfermedades transmitidas por alimentos, afectando a
13 360 personas, con 162 hospitalizaciones y 16 muertes (CDC, 2015). Estas
cifras no son nada despreciables, aunque los brotes supongan sélo una pequefia

parte del nUmero total de casos estimado.

El agente causal en ocasiones es desconocido (Scallan et al., 2011a), pero para
aquellos casos en los que se ha identificado, estas patologias suelen atribuirse a
agentes quimicos y bioldgicos (Linscott, 2011; Scallan et al., 2011a; Scallan et
al., 2011b), entre los que destacan un buen nimero de bacterias emergentes,

como Listeria monocytogenes o Escherichia coli 0157:H7 (Hernandez, 2010).

a.l) Listeria monocytogenes
L. monocytogenes es un bacilo gram positivo, ubicuo, que puede sobrevivir en
el ambiente largos periodos de tiempo y crecer en condiciones muy diversas,
incluyendo: temperaturas de refrigeracién, poco oxigeno, presencia de sal o un
pH &cido (Rocourt y Cossart, 1997). Ademas, es capaz de adherirse a los
materiales cominmente utilizados en la industria alimentaria y puede formar
biopeliculas (Mafu et al., 1990; Magretrg y Langsrud, 2004). Todas estas
caracteristicas hacen que L. monocytogenes pueda llegar a los alimentos y
proliferar en ellos, sobre todo si se trata de productos poco procesados, que se

mantienen en refrigeracion.

Su entrada al entorno industrial puede ocurrir con la tierra existente en los
equipos de transporte, o en los zapatos y en la ropa de los trabajadores, por
medio de animales que pueden llevarla en superficie, a través de materias
primas contaminadas y, posiblemente, en personas portadoras asintomaticas
(Rocourt y Cossart, 1997). Por eso, para evitar o minimizar la ocurrencia, el
establecimiento y la proliferacién del patdgeno, en las plantas de produccion o
procesado de alimentos se recomienda controlar la humedad, usar equipos de

acero inoxidable (sin bordes, grietas o espacios muertos) y desinfectar con
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productos que no generen aerosoles, de acuerdo con la Autoridad Irlandesa de
Seguridad Alimentaria (FSAI, por sus siglas en inglés) y el Comité del Codex
sobre Higiene de los Alimentos (CCFH, por sus siglas en inglés) (FSAI, 2005;
CCFH, 2009).

Desde un punto de vista médico, L. monocytogenes es el agente etiologico
principal de listeriosis en humanos. La listeriosis es una enfermedad de origen
fundamentalmente alimentario, cuya manifestacion clinica varia en funcion del
estado inmunoldgico del individuo afectado. En adultos sanos es una infeccion
autolimitada no invasiva, con los sintomas tipicos de una gastroenteritis febril o
una gripe que aparecen tras un periodo de incubacion corto y que se asocian a la
ingesta alimentos con mas de 10° ufc/g (Salamina et al., 1996; Dalton et al.,
1997; Aureli et al., 2000; Sim et al., 2002). En nifios, ancianos, personas
inmunodeprimidas o mujeres embarazadas, sin embargo, la listeriosis suele ser
una toxiinfeccion grave, invasiva y de caracter no entérico, que se manifiesta
como meningitis o septicemias. Ademas, puede provocar partos prematuros,
abortos espontaneos o muerte fetal (Rocourt y Cossart, 1997, Gandhi y
Chikindas, 2007), incluso aunque la mujer afectada permanezca asintomatica
(Larrain et al., 2008). Esta segunda variante, a diferencia de la anterior, presenta
un tiempo de incubacion largo, tasas de hospitalizacion altas y consecuencias
fatales hasta en un 30 % de los casos (Rocourt y Cossart, 1997; Gandhi y
Chikindas, 2007; Mateus et al., 2013), siendo, por tanto, una de las principales
causas conocidas de hospitalizacion y muerte por enfermedades de transmision

alimentaria (Scallan et al., 2011b; CDC, 2015; EFSA y ECDC, 2015).

El primer brote confirmado de listeriosis transmitida por alimentos ocurrié en
Canada, en el afio 1981. La patologia fue vehiculizada por una ensalada lista
para el consumo, que incluia col procedente de cultivos abonados con estiércol
de ovejas enfermas (Schlech et al., 1983). Desde entonces, los brotes y casos

registrados se han asociado al consumo de leche (Dalton et al., 1997), queso
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(Johnsen et al., 2010), productos del mar o derivados (Brett et al., 1998;

Miettinen et al., 1999), cereales (Aureli et al., 2000), setas (Junttila y Brander,

1989) y carne o productos carnicos (Cheftel, 1995; Goulet et al., 1998; Frye et
al., 2002; Mead et al., 2006).

Con la informacion disponible, sin embargo, atin no se ha podido determinar la

dosis infecciosa oral para L. monocytogenes (Nerrung, 2000); en parte, porque

depende de la susceptibilidad del consumidor y de la virulencia de la cepa

ingerida. Los datos publicados hasta la fecha indican que son necesarias mas de

100 ufc/g de alimento, pero no se descarta que dosis mas bajas sean suficientes

en individuos vulnerables a la patologia. Por eso, y segn las recomendaciones

del CCFH (2009), los criterios microbioldgicos basicos para L. monocytogenes

en la UE son los siguientes (Comision Europea, 2005; 2007; 2010):

)

2)

3)

En alimentos que sean destinados a lactantes o a usos médicos especiales,
durante la vida util del producto comercializado impera la tolerancia cero,
lo que supone la ausencia del patégeno en 25 g de producto, para 10

muestras.

En alimentos listos para el consumo que puedan favorecer el desarrollo
de L. monocytogenes, siempre que no sean destinados a lactantes ni a
usos médicos especiales, se permiten hasta 100 ufc/g de alimento, si se
demuestra que no se rebasara este maximo durante el tiempo de vida qutil,
para 5 muestras. De lo contrario se exige ausencia en 25 g, para 5
muestras, antes de que el alimento haya dejado el control inmediato de la

empresa que lo produce.

En alimentos listos para el consumo que no puedan favorecer el
desarrollo de L. monocytogenes, siempre que no sean destinados a
lactantes ni a usos médicos especiales, se establece un limite maximo de

100 ufc/g, para 5 muestras, durante el tiempo de vida util.
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a.2)  Escherichia coli O157:H7
La especie E. coli estd compuesta por bacilos gram negativos no esporulados,
inmoviles o méviles (mediante flagelacion peritrica), que son capaces de crecer
en presencia y ausencia de oxigeno, haciéndolo de forma optima a 37 °C (Lim
et al., 2010; Croxen et al., 2013). La mayoria de ellos son residentes inocuos del
tracto gastrointestinal del hombre y otros animales (Lim et al., 2010), aunque

también existen variantes patdgenas para unos y otros.

De acuerdo con Croxen ef al. (2013), hasta la fecha se han descrito un total de 7
patotipos para la especie E. coli, segiin el mecanismo de accién que presentan y
el cuadro clinico que provocan. Entre ellos se incluye el patotipo “E. coli
verotoxigénicas” (o “E. coli productoras de toxinas tipo Shiga”), constituido por
cepas que producen verotoxinas' similares a las toxinas Shiga de Shigella
dysenteriae. Dentro de este grupo destaca el serotipo O157:H7, porque es
altamente infeccioso y porque su principal via de transmision son los alimentos

(Doyle et al., 1997; Lim et al., 2010).

El primer brote documentado de toxiinfeccion por E. coli O157:H7 ocurrié en
1982. Entonces fue identificado como el agente etiologico de una epidemia de
colitis hemorragica, que tuvo lugar en EE. UU. y que se relacion6 con la ingesta
de hamburguesas de ternera en distintos restaurantes de una misma cadena

(Riley et al., 1983).

Segun el registro de casos confirmados, la toxiinfeccion por E. coli O157:H7
suele estar relacionada con el consumo de productos carnicos crudos o
insuficientemente cocinados (Doyle et al., 1997; Lim et al., 2013), aunque
también se han descrito brotes asociados al consumo de embutidos fermentados

(MacDonald et al., 2004; Sartz et al., 2008), de leche y de productos lacteos

' Las verotoxinas son factores toxicos para las células Vero, un linaje continuo de células
epiteliales de rifion de mono verde africano (Chlorocebus sabaeus L.) originalmente aisladas por
Yasumura y Kawakita, en 1962 (Ammerman et al., 2008; Osada et al., 2014).
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(Honish et al., 2005; Denny et al., 2008), de frutas y hortalizas frescas (Ackers
et al., 1998; Laidler et al., 2013), de brotes germinados (Michino et al., 1999) y

de zumos sin pasteurizar (Besser et al., 1993).

El principal reservorio de este patogeno es el ganado vacuno. Sin embargo,
también son o pueden serlo, entre otros, cabras, ovejas, aves de corral y algunos
rumiantes silvestres (Ferens y Hovde, 2011). Asi, la contaminacion de la carne
se produce normalmente durante el faenado en el matadero, mientras que la
contaminacion de la leche puede ocurrir durante el ordenado de vacas, ovejas y
cabras. El uso de leche no pasteurizada para la elaboracion de productos lacteos
podria explicar la contaminacion de éstos. Por otro lado, las posibles vias de
contaminacion para los alimentos vegetales serian, principalmente, el uso de
estiércol contaminado y de aguas grises o residuales. Por tanto, para evitar la
toxiinfeccion se recomienda cocinar adecuadamente aquellos alimentos que no
se consumen crudos, garantizando una temperatura interna minima de 68,3 °C
(Doyle et al., 1997), y compostar manteniendo el estiércol a mas 50 °C, durante

6 d (Lim et al., 2010).

Sea cual sea la fuente de toxiinfeccion, el espectro clinico de la enfermedad por
E. coli O157:H7 incluye casos asintomaticos y sintomaticos, con calambres
abdominales y diarrea no sanguinolenta, que puede derivar en colitis
hemorragica y sindrome urémico hemolitico (SUH)?. Cuando hay sintomas,
¢stos aparecen tras un periodo de incubacion corto, de unos 3 d (Tarr ef al.,
2005). Los nifios menores de 5 afios y los adultos con mas de 65 son las

personas mas vulnerables a la toxiinfeccion (Doyle, 2006; Croxen et al., 2013).

Como la especie E. coli es un indicador de contaminacion fecal e higiene
deficitaria, la UE establece criterios microbiologicos que limitan su presencia en

determinados alimentos, sin fijar limites especificos para ningin grupo o cepa

2 . ~ .
El SUH es un trastorno que afecta a la sangre, a los vasos sanguineos pequefios y a los riflones,
pudiendo provocar anemia, insuficiencia renal y alteraciones neurologicas.
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en concreto (Comision Europea 2005; 2007). En el caso de la carne picada, por
ejemplo, al final del proceso de fabricacion se establece un limite no permitido
de 500 ufc/g y un limite umbral de 50 ufc/g; éste Gltimo podria rebasarse sin
llegar al limite no permitido, como maximo, en 2 de las 5 muestras a analizar,

de acuerdo con la legislacion vigente (Comision Europea, 2005; 2007).

b) Procesado por altas presiones hidrostaticas como tecnologia no

térmica para la inactivacion de microorganismos en alimentos

A lo largo de la historia, el ser humano ha implementado distintas estrategias de
conservacion para alargar la vida util de los alimentos, seglin sus necesidades y
posibilidades, intentando garantizar la maxima estabilidad y seguridad durante
periodos de tiempo prolongados. De forma consciente o no, estas estrategias
han sido y son aplicadas, fundamentalmente, para reducir la presencia de

microorganismos e impedir o ralentizar su crecimiento.

En vista de que el consumidor demanda alimentos minimamente procesados,
para lograr la inactivacién de microorganismos sin alterar las caracteristicas del
producto, en los ultimos afios se han desarrollado tecnologias de pasteurizacion
no térmicas. En este sentido, de acuerdo con el Comité Asesor Nacional sobre
Criterios Microbiologicos para Alimentos (NACMCEF, por sus siglas en inglés),
estas tecnologias deben reducir la poblacion del patdogeno mas resistente, hasta
niveles seguros en condiciones normales de distribucién y almacenamiento,

provocando cambios minimos en la calidad del producto (NACMCEF, 2006).

Las primeras investigaciones sobre el potencial de las HHP para la conservacion
de alimentos datan de finales del s. XIX y principios del s. XX. Entonces,
evaluando su potencial antimicrobiano se demostré que éstas podrian alargar la
vida util de productos tales como la leche o los zumos de fruta fresca (Hite,

1899; Hite et al., 1914). Sin embargo, el desarrollo cientifico de la tecnologia y
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su aplicacion han tenido lugar durante los Gltimos 20 afios (Rendueles et al.,

2011).

Segun Patterson y Linton (2010), la aplicacion de HHP se considera como una
opcion para el procesado de alimentos solo desde 1980, porque hasta ese
momento no se disponia de equipos adecuados para el tratamiento a nivel
industrial. En consecuencia, las primeras aplicaciones comerciales surgieron a
finales del s. XX; mas concretamente, en el afio 1990 (San Martin et al., 2002).
Ese afio una empresa japonesa introdujo en el mercado mermeladas procesadas
por HHP, y desde ese momento el uso de la tecnologia esta en expansion. En
1998, Espuiia SA saco a la venta barquetas de jamon cocido presurizado en
lonchas, convirtiéndose en la primera marca espaiiola que apostd por las HHP
para la conservacion de alimentos. Otros productos presurizados que se
comercializan actualmente son: guacamole, jaleas, zumos, ostras, pasteles de
arroz y platos precocinados (Cheftel, 1995; San Martin et al., 2002; Yaldagard
et al., 2008; Patterson y Linton, 2010).

b.1) Fundamentos de la tecnologia
Durante el procesado mediante HHP, los alimentos se someten a presiones en el
intervalo entre 100 y 900 MPa (San Martin ef al, 2002; Raso y Barbosa-
Canovas, 2003; Patterson, 2005). No obstante, la mayoria de aplicaciones
comerciales requieren entre 300 y 700 MPa (San Martin et al., 2002; Patterson
y Linton, 2010), durante un tiempo maximo de 20 min, para temperaturas

incluso inferiores a 0 °C o superiores a 100 °C (Yaldagard ef al., 2008).

Con respecto a los fundamentos de la tecnologia, la aplicacion de HHP se basa
en el principio de Le Chatelier, segun el cual un incremento de presion favorece
aquellos fendmenos que impliquen una reduccion de volumen, y al revés
(Yaldagard et al., 2008). De este modo la presion puede perturbar la integridad

y funcionalidad de ciertas estructuras o el desarrollo de determinados procesos,

10
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porque altera la estructura de moléculas grandes, facilitando la ruptura de
enlaces i6nicos e interacciones hidrofobicas (Patterson, 2005; Rendueles ef al.,
2011). Ademas, de acuerdo con este principio, el procesado por HHP resulta
ventajoso para mantener la calidad sensorial de los alimentos, porque no
favorece la ruptura de los enlaces covalentes (Patterson, 2005; Yaldagard et al.,

2008).

Por otro lado, esta tecnologia aprovecha también el principio de Pascal. Como
los tratamientos ocurren en el seno de un recipiente indeformable conteniendo
un fluido incompresible, la presion se transmite de manera uniforme y casi
instantanea en todos los puntos del alimento, con independencia de su tamafio y
geometria. En consecuencia, los productos solidos conservan su forma original,
y se evitan gradientes que generen zonas desigualmente tratadas, como si ocurre
con el procesado térmico (San Martin et al., 2002; Patterson, 2005; Patterson y

Linton, 2010).

b.2) Sistemas de tratamiento
Los componentes basicos de un sistema tipico para el procesado de alimentos
mediante HHP son: (i) una vasija de tratamiento o cdmara de presurizacion
(habitualmente cilindrica, monolitica y construida en acero de alta resistencia a
la traccion) (Yaldagard et al., 2008; Patterson y Linton, 2010); (ii) un sistema
de cierre para la vasija; (iii) un deposito para el fluido transmisor de la presion;
(iv) un dispositivo generador de presion por compresion indirecta (que bombee
fluido desde el deposito hasta la vasija); (v) un modulo programador, y (vi) un

equipo para el control de la temperatura (Figura I.1).

En estos sistemas, los tratamientos se aplican de forma discontinua, a productos
envasados en sistemas parcialmente flexibles, capaces de resistir la compresion,
de recuperar su morfologia y de mantener sus propiedades una vez finalizado el

tratamiento. En teoria, se estima que estos envases deben tolerar reducciones de

11
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volumen considerables, de hasta un 20 % para niveles de presion en el intervalo
entre 400 y 800 MPa (Yaldagard et al., 2008). Por consiguiente, se recomiendan
envases de etilvinil alcohol o polivinil alcohol (cominmente conocidos como

EVOH y PVOH) (Téllez-Luis ef al., 2001; Yaldagard et al., 2008).

MODULO DE PRESION

€= Purga de aire - valvula de

Tanque de descompresion

almacenamiento del

liquido presurizante Circuito del fluido calefactor

o refrigerante

<= Bomba Marco de prensa

Llave Entrada y salida del fluido calefactor

) o ) o refrigerante
Vélvula de paso para el liquido presurizante

BANO TERMOSTATICO
Figural.l Esquema simplificado de un equipo para el procesado de alimentos

envasados mediante altas presiones hidrostaticas.

Para un tratamiento estandar, los alimentos envasados se introducen en la
camara de presurizacion, ocupando como mucho el 75 % del volumen total
(Raventos, 2005). A continuacion, la camara se cierra y se llena con medio
presurizante, manteniendo abierta la valvula de descompresion. Una vez
evacuado el aire de la camara, se cierra la valvula de descompresion y se
mantiene el bombeo de fluido hasta alcanzarse la presion de trabajo; este nivel

se mantendra durante el tiempo de tratamiento sin que ello suponga un gasto

12
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energético adicional. Ya finalizado el tratamiento, la camara se despresuriza, se

abre y se extraen los envases.

Con independencia del tratamiento, del alimento y del envase, el fluido
transmisor de la presion suele ser agua potable (Téllez-Luis et al., 2001; San
Martin et al., 2002; Patterson, 2005; Patterson y Linton, 2010); no obstante,
también se usan mezclas de agua con glicol de grado alimentario, soluciones de

etanol y aceite de ricino, entre otros (Yaldagard et al., 2008).

b.3) Mecanismos implicados en la inactivacién
Los mecanismos concretos para la inactivacion de microorganismos mediante
HHP atin no estan del todo claros (Patterson y Linton, 2010). Sin embargo, la
mayoria de autores considera que su efecto letal es debido a varios procesos que
ocurren de forma simultanea (Patterson y Linton, 2010). Por otro lado, para las
bacterias existe un consenso general con respecto a la importancia de las
alteraciones provocadas en la membrana celular, considerada como el elemento
primera y principalmente afectado por la presion (Patterson, 2005; Rivalain et
al., 2010; Rendueles et al., 2011). En la bibliografia, diversas investigaciones
demuestran que las HHP pueden permeabilizar y despolarizar la membrana,
anulando la capacidad de osmorregulacion, provocando la liberacion de
componentes intracelulares, favoreciendo la captacion de colorantes que en
condiciones normales no acceden al citoplasma, reduciendo el potencial de
membrana y disipando el gradiente de pH a ambos lados de la misma (Smelt et
al., 1994; Benito et al., 1999; Pagan y Mackey, 2000; Tholozan et al., 2000;
Manas y Mackey, 2004). Ademas, también se ha demostrado que las HHP
pueden inhibir la actividad de proteinas de membrana, como, por ejemplo, la
adenosina trifosfato sintasa (ATP sintasa; EC 3.6.3.14) (Wouters et al., 1998).
Todas estas alteraciones estarian interrelacionadas y podrian explicarse en base
al efecto de la presion sobre la bicapa fosfolipidica. Cuando las membranas se

someten a presiones elevadas, las colas insaturadas de los fosfolipidos se

13
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enderezan adquiriendo una configuracidbn mas compacta y organizada, pero
menos fluida, que recibe el nombre de estado gel (Figura 1.2) (Rivalain et al.,
2010; Rendueles et al., 2011). Asi, la membrana es mas rigida y susceptible a
dafios estructurales, quedando comprometida tanto su funciéon como la de las
proteinas asociadas, que podrian llegar a desprenderse, ya que la compactacion
y reorganizacion de fosfolipidos conlleva cambios en el espesor de la bicapa

-

Estado gel Estado liquido
j_r’-.“ >

-

Figural.2 Estado gel y estado fluido de la bicapa fosfolipidica que compone
la membrana citoplasmatica (Modificado de: Lodish et al., 2008).

Aungque los efectos de las HHP se han investigado sobre todo en bacterias, cabe
destacar que el dafio a nivel de membrana también ocurre o se espera en el resto
de microorganismos. De hecho, hay autores que consideran que el dafio a nivel
de membrana también es fundamental para la inactivacion de levaduras. En este
sentido se ha demostrado que la aplicacion de HHP induce la liberacion de
componentes intracelulares en Saccharomyces cerevisiae (Perrier-Cornet et al.,
1999). Sin embargo, existe cierta controversia al respecto; en la bibliografia,
otros autores defienden que para la inactivacion de levaduras es mas importante
el dano en las membranas intracelulares, siendo éstas, en teoria, el elemento
inicialmente afectado por la presion (Brul et al., 2000). Diversos estudios

evidencian que la aplicacion de HHP puede provocar cambios en la morfologia
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de los organulos, inducir la formacion de poros en sus membranas e, incluso,
que éstas se rompan (Shimada et al., 1993; Fernandes ef al., 2001). Segiin Brul
et al. (2000), el efecto de la presion sobre las mitocondrias podria causar la
disociacion del citocromo C y, con ello, desencadenar la muerte celular

programada.

Por otro lado, el efecto de la presion sobre la estructura de las proteinas también
se considera muy importante para la inactivacion de cualquier microorganismo.
Esto se debe a que el dafio en la membrana no siempre se correlaciona con el
grado de inactivacion, ni tan siquiera en bacterias (Brul ef al., 2000; Ananta y
Knorr, 2009). Induciendo la ruptura de las interacciones hidrofébicas y
electrostaticas, el procesado mediante HHP puede causar la desnaturalizacion de
este tipo de moléculas. Asi, las HHP podrian ser responsables también de la
alteracion de proteinas a nivel de membrana y, ademas, provocarian la
inactivacion de enzimas intracelulares implicados en procesos esenciales para la

supervivencia y la reproduccion.

Seglin diversos trabajos de revision, las HHP pueden llegar a inhibir la
replicacion, la transcripcion y la traduccion (Téllez-Luis et al., 2001; Patterson,
2005; Considine et al., 2008; Patterson y Linton, 2010). Sin embargo, cabe
destacar que la inhibicidon de éstos y otros procesos no solo estaria asociada al
efecto directo de la presion sobre las proteinas, sino también a su efecto sobre la
membrana; al aumentar la permeabilidad de membrana podria ocurrir la
liberacion de iones divalentes que son necesarios, por un lado, para la
estabilizacion de algunos de los enzimas que participan en la replicacién o en la
transcripcion, y por otro, para la estabilizacion de los ribosomas, donde tiene

lugar el proceso de traduccion (Moussa ef al., 2007).

Otros efectos observados en bacterias y levaduras son: (i) cambios de volumen;

(i1) protuberancias, depresiones, invaginaciones u ondulaciones en la pared o en
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la membrana; (iii) puntos de desunidén entre la pared y la membrana; (iv)
alteraciones en el citoesqueleto; (v) agregacion de proteinas en el citoplasma
(posiblemente inducida por la desnaturalizacion que media la aplicacion de
HHP); (vi) cambios en la distribucion del ARN, y (vii) condensacion del
nucleoide (Shimada et al., 1993; Wouters et al., 1998; Perrier-Cornet et al.,
1999; Tholozan et al., 2000; Fernandes et al., 2001; Park et al., 2001; Manas y
Mackey, 2004; Moussa et al., 2007).

b.4) Factores que influyen en la eficacia de la tecnologia
La efectividad del procesado por HHP para la inactivacion de microorganismos
en alimentos depende de las condiciones de tratamiento, del microorganismo y
de las caracteristicas especificas del producto procesado. Todos estos factores
interactuan y contribuyen al efecto final de la tecnologia, de modo que todos
deben considerarse para garantizar la seguridad microbiologica y la calidad de

los alimentos que se someten a los mismos (Patterson, 2005).

b.4.1 - Factores relativos al tratamiento

Los parametros criticos relativos al tratamiento son la presion, el tiempo y la
temperatura. El tiempo de procesado incluye el tiempo necesario para alcanzar
la presion de trabajo y el tiempo invertido en la descompresion. Para el caso de
la temperatura, cabe destacar que el valor determinante es el méximo alcanzado
en el seno de la camara de presurizacion, mas alla del valor teéricamente fijado
para el tratamiento. Esto se debe a que la compresion es adiabatica; debido a
que el sistema no intercambia calor con el entorno, la aplicacion de HHP supone
un calentamiento uniforme del medio presurizante y de los alimentos, en
general, a razén de entre 3 y 9 °C por cada 100 MPa (Tabla 1.1) (Ting et al.,
2002). La magnitud exacta del incremento depende de la temperatura, de la
compresibilidad y del calor especifico del elemento que se somete a presion. En
consecuencia, teniendo en cuenta que el agua es el ingrediente principal de

muchos alimentos, su uso como fluido transmisor de la presion conviene, entre
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otros motivos, porque asi se evita un calentamiento diferencial (Ting et al.,
2002).

Tabla 1.1 Incremento de la temperatura debido a la compresion adiabética en
algunos alimentos y medios de presurizacion para presiones en el intervalo entre
400 y 1000 MPa, a 25 °C (Tomado de: Ting et al., 2002).

Alimento o medio de presurizacion Incremento de la temperatura por cada 100 MPa (°C)

Agua 3,0

Puré de patata 3,0
Zumo de naranja 3,0
Salsa de tomate 3,0
Leche con un 2 % (p:p) de materia grasa 3,0
Salmén 3,2
Grasa de pollo 45
Mezcla de agua y glicol (50:50, v:v) De48a<37%
Grasa de ternera 6,3
Aceite de oliva De 8,7 a 6,3?
Aceite de soja De 9,1 a6,2?

# Seguin Ting et al. (2002), la mezcla de agua y glicol en proporcion 50:50 (v:v), asi como los
aceites de oliva y soja muestran un incremento variable de la temperatura, que disminuye al
aumentar la presion.

En lo referente a la influencia de los parametros de proceso sobre la eficacia de
las HHP, a més presion o tiempo se espera un mayor grado de inactivacion. Sin
embargo, no hay que descartar que exista un intervalo efectivo de presion y
tiempo, por debajo del cual no haya efecto y por encima del cual un aumento en
estos factores no suponga un resultado mejor. Asimismo, tampoco hay que
descartar que dentro del intervalo efectivo sea necesario un incremento
especifico de presion o tiempo para lograr mas inactivacion, bajo determinadas
circunstancias. Con respecto a la temperatura de tratamiento se ha observado

gue la inactivacion suele aumentar a temperaturas superiores e inferiores al
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valor ambiente (Considine et al., 2008; Rendueles et al., 2011); de este modo,
variando la temperatura podria llegar a reducirse la presion y el tiempo de
procesado. Diversas investigaciones demuestran que la inactivacion que se
consigue con determinados tratamientos aumenta de forma significativa si se
éstos aplican a temperaturas moderadamente elevadas, en el intervalo entre 40 y
50 °C (Carlez et al., 1993; Gervilla et al., 1997; Patterson y Kilpatrick, 1998;
Alpas et al., 1999; Ponce et al., 1999; Chen y Hoover, 2003). El efecto de
temperaturas por debajo de la ambiente puede ser menos acusado, equivalente o
superior; en cualquier caso, también pueden potenciar la inactivacion por HHP,
al menos, bajo determinadas condiciones, de acuerdo con los trabajos de Carlez
et al. (1993), Hashizume et al. (1995), Gervilla et al. (1997), Perrier-Cornet et
al. (2005) y Moussa et al. (2007).

b.4.2 - Factores relativos al microorganismo
En cuanto a los factores relativos al microorganismo, destacan los siguientes: el

tipo, la especie (o incluso la cepa) y la fase de crecimiento.

Las HHP suelen tener un efecto mas destructivo frente a microorganismos con
un mayor grado de organizacion y una mayor complejidad estructural
(Rendueles et al., 2011). En consecuencia, los procariotas resultan normalmente
mas resistentes que los eucariotas. Para el caso de las bacterias, las gram
positivas son mas resistentes que las gram negativas, y 10s cocos mas resistentes
gue los bacilos (Patterson, 2005); aunque existen excepciones. Por ejemplo,
bajo ciertas condiciones de tratamiento E. coli, siendo un bacilo gram negativo,
puede ser significativamente mas resistente a la presion que L. monocytogenes,
siendo un cocobacilo gram positivo (Alpas et al., 1999). Por otro lado, se han
detectado diferencias entre especies de un mismo género (Metrick et al., 1989;
Alpas et al., 1999) e, incluso, entre cepas de una misma especie (Simpson y
Gilmour, 1997; Alpas et al., 1999; Benito et al., 1999). Ademas, la fase de

crecimiento también resulta determinante. Las bacterias en fase estacionaria son
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mas resistentes a la presion que las bacterias en fase de crecimiento exponencial
(Rendueles er al., 2011). Esto ocurre porque las caracteristicas de la célula
cambian. Segin Mafias y Mackey (2004), respecto a las células en fase de
crecimiento, las células en fase estacionaria son mas pequefias y redondas,
modifican la composicion de su membrana y podrian tener mecanismos para

revertir los dafios producidos por la presion a ese nivel.

b.4.3 - Factores relativos al producto procesado

Finalmente, la efectividad de las HHP para la inactivacion de microorganismos
en alimentos depende de la composicion del producto y de caracteristicas
relacionadas con la composicion, destacando el pH y la actividad de agua (a,).
Por consiguiente, los resultados obtenidos en disoluciones tampon (o de otro
tipo), en medios de cultivo o en sistemas modelo no son extrapolables a los
alimentos; al menos, no de forma directa (Patterson, 2005; Rendueles et al.,
2011). De acuerdo con otros autores, en los alimentos normalmente se necesitan
tratamientos mds intensos para conseguir la misma inactivacion (Patterson,
2005; Considine et al., 2008). Muchos estudios demuestran que la presencia de
proteinas, glucidos, lipidos y otros nutrientes puede tener un efecto protector en
los microorganismos (Oxen y Knorr, 1993; Hashizume et al., 1995; Simpson y

Gilmour, 1997; Hauben et al., 1998; Black et al., 2007).
En referencia al pH se ha observado que cuanto menor es éste mayor es la

susceptibilidad de los microorganismos a la presion (Alpas et al., 2000).

c) Antimicrobianos de origen natural para garantizar la estabilidad

microbioldgica de los alimentos minimamente procesados

En el ambito de la alimentacion el término “antimicrobiano” basicamente hace

referencia a compuestos quimicos, enzimas o sistemas enzimaticos, que de
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forma directa o indirecta pueden afectar a la viabilidad o el crecimiento de los

microorganismos en los alimentos.

Presentandose de forma natural o siendo deliberadamente afiadidos incluso en
los envases (Ramos-Villarroel et al., 2011; Davidson et al., 2013; Davidson et
al., 2015), los antimicrobianos son muy utiles para garantizar la seguridad y la
estabilidad microbioldgica de los alimentos minimamente procesados, aunque
se mantengan en refrigeracion, controlando de forma efectiva la supervivencia o
el crecimiento de aquellos microorganismos que hayan resistido el tratamiento
aplicado o que puedan colonizar el producto después, sobre todo si ocurre un

fallo en la cadena de frio.

Lo ideal seria que los alimentos per se tuvieran propiedades antimicrobianas y
por eso conviene evaluar el potencial de los mismos, incluso para aprovecharlos
como ingredientes en la formulacion de otros productos. En este sentido son
especialmente interesantes los alimentos que ademas de ser antimicrobianos
aporten otras ventajas, como, por ejemplo, efectos beneficiosos sobre la salud
del consumidor. Aun asi, en ocasiones puede ser necesario, interesante o
provechoso el uso de aditivos antimicrobianos (frente al uso de alimentos con
propiedades antimicrobianas), teniendo en cuenta que éstos pueden ser efectivos
a concentraciones minimas (incluso, por debajo de la concentraciéon minima
microbicida —-CMM-— y de la concentracion minima inhibitoria —CMI-), y, por
otro lado, que pueden ir incorporados en el envase, asegurando una liberacion
controlada y prolongada en el tiempo. En esas circunstancias, para obtener
alimentos que satisfagan las exigencias del mercado, hoy en dia deben
emplearse antimicrobianos naturales en lugar de antimicrobianos sintéticos
(como venia haciéndose hasta ahora), aunque muchos de estos ultimos se
encuentran también en la naturaleza (Ramos-Villarroel et al., 2011; Davidson et
al., 2015). Este es el caso de los 4acidos orgéanicos, como el 4cido acético

(presente en el vinagre) o el acido lactico (producido por bacterias acido-
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lacticas en una gran variedad de alimentos fermentados). Pese a ello, en la
actualidad se potencia la obtencién de antimicrobianos a partir de fuentes
naturales, porque existe un creciente interés en productos no s6lo minimamente
procesados, sino también libres de aditivos obtenidos en el laboratorio, que, en
general, se perciben como artificiales y potencialmente dafiinos. Ademas,
fomentando la aplicacion de antimicrobianos de origen natural se busca
encontrar nuevas alternativas para evitar problemas de resistencia adquirida
(Brul'y Coote, 1999).

c.l) Tipos
Los antimicrobianos de origen natural pueden ser de origen animal, vegetal o
microbiano (Tiwari et al., 2009; Ramos-Villarroel et al., 2011; Davidson et al.,
2013; Davidson et al., 2015).

c¢.1.1 - Antimicrobianos de origen animal

La mayoria de los antimicrobianos de origen animal son polipéptidos, proteinas
no enzimticas o enzimas, producidos por vertebrados de sangre caliente,
algunos peces, anfibios e invertebrados, como los insectos (Tiwari et al., 2009;
Ramos-Villarroel et al., 2011). Ademés existen lipidos antimicrobianos de
origen animal, y, por otro lado, estd el quitosano, que es un polisacérido
(Ramos-Villarroel et al., 2011). El quitosano se obtiene basicamente a partir del
exoesqueleto de los mariscos y puede inhibir el crecimiento de patégenos, tales
como: Aspergillus flavus, Zygosaccharomyces bailii, Staphylococcus aureus y

L. monocytogenes (Davidson et al., 2013; Davidson et al., 2015).

c.1.2 - Antimicrobianos de origen vegetal

En referencia a los antimicrobianos de origen vegetal, cabe destacar que éstos
puede que sean los mas atractivos para los productores de alimentos; entre otros
motivos, porque el consumidor percibe que los vegetales encajan a la perfeccion

en el contexto de una alimentacion sana y natural en lo que respecta al origen de
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los productos que se ingieren. Por otro lado, muchos de ellos son aromatizantes
o saborizantes permitidos para el uso en alimentos, bien porque ostentan la
condicion de “generalmente considerados como seguros” (GRAS, por sus siglas
en inglés) otorgada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA,
por sus siglas en inglés), o bien porque han sido autorizados para tal fin (Burt,
2004). Ademas, muchos, si no todos, pueden tener efectos positivos sobre la
salud (Davidson et al., 2015). Todo ello facilita su aplicacion y aceptacion para
la conservacion de alimentos minimamente procesados, como medidas de

control adicionales, y por eso son una buena alternativa.

Los antimicrobianos de origen vegetal suelen encontrarse en los aceites
esenciales de las plantas (Tiwari et al., 2009), destacando los que se obtienen a
partir de especias. Estos aceites, cuyo uso como aromatizantes o saborizantes en
los alimentos esta permitido (porque la mayoria son GRAS), se obtienen a partir
de flores, semillas, frutos, yemas, hojas, ramas, cortezas, maderas, bulbos,
rizomas o raices (Burt, 2004; Tiwari et al., 2009; Davidson et al., 2013), y se
definen como mezclas aromaticas de metabolitos secundarios implicados en la

defensa de las plantas frente a fitopatogenos, herbivoros e insectos (Burt, 2004).

c.1.3 - Antimicrobianos de origen microbiano

Finalmente, los antimicrobianos de origen microbiano son aquellos producidos
por bacterias capaces de sintetizar compuestos que les proporcionan una ventaja
competitiva para imponerse en el nicho ecologico que ocupan, acaparando el
espacio y los nutrientes que ofrece el entorno (Davidson et al., 2013). En este
grupo se incluyen las bacteriocinas, muy convenientes por su estabilidad
térmica, porque no cambian el sabor de los alimentos y porque se degradan en

el tracto digestivo humano (Simha et al., 2012).

Las bacteriocinas son péptidos ribosomales sintetizados por bacterias gram

positivas y negativas (Tiwari et al., 2009; Ramos-Villarroel et al., 2011). Entre
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ellas destacan las producidas por bacterias acido-lacticas implicadas en la
obtencion de alimentos fermentados (como el yogur o la mantequilla), porque
son producidas por microorganismos que se consideran seguros. En este
subgrupo se incluye la nisina (producida por Lactococcus lactis); siendo, hasta
la fecha, la tnica bacteriocina autorizada como aditivo alimentario (Espitia et

al., 2016).

c.2) Factores que influyen en su eficacia
La eficacia de cualquier antimicrobiano depende de muchos factores, que estan
relacionados con el propio antimicrobiano, pero también con el microorganismo

al que se enfrentan y con el alimento al que se afiadan.

c.2.1 - Factores relativos al antimicrobiano

De acuerdo con Davidson et al. (2015), la actividad de los antimicrobianos de
origen natural depende de sus caracteristicas fisicoquimicas, incluyendo: la
polaridad, la carga neta, la solubilidad, la volatilidad y las propiedades acido-
base. Ademas, su actividad puede depender de la configuracion molecular,
puesto que se han descrito diferencias entre algunos enantiomeros (Lis-Balcnin
et al., 1999; Al-Baarri et al., 2011). Otro aspecto relevante es la concentracion;
en principio, a mas concentracion mas efecto, aunque esto no tiene porqué ser
siempre asi. De forma mas indirecta también es importante la técnica empleada
para la incorporacion de los antimicrobianos en los alimentos o en los envases;
sobre todo en el caso de los compuestos volatiles y de las mezclas que los
contengan. Diversos estudios demuestran que el uso de nanoemulsiones y la
nanoencapsulacion puede aumentar la dispersion, la estabilidad y, por lo tanto,
la eficacia de los aceites esenciales y la de sus componentes activos (Donsi et

al., 2011; Shah et al., 2012).

Si se trabaja con aceites esenciales o con otras mezclas de antimicrobianos, la

eficacia antimicrobiana puede depender también de la composicion exacta que
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tengan las mezclas, y para el caso concreto de los aceites esenciales, de
cualquier aspecto que pueda modificar la composicioén, como las condiciones en
las que se hayan desarrollado las plantas, el momento en el que éstas se
recolecten o la parte destinada a la obtencion del aceite (Burt, 2004; Tiwari et

al., 2009).

c.2.2 - Factores relativos al microorganismo

En cuanto a los factores relativos al microorganismo es imposible establecer
generalidades. Aun asi, se han descrito diferencias entre especies de distintos
géneros, entre especies del mismo género e, incluso, entre cepas de la misma
especie (Lis-Balcnin et al., 1999; Periago et al., 2001; Devlieghere et al., 2004;
Al-Nabulsi y Holley, 2006; Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn, 2010).

Ademas, existen trabajos que demuestran que aumentar la concentracion celular
de partida (N,) puede reducir la eficacia antimicrobiana de los antimicrobianos
de origen natural (Ultee et al., 2000; Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn,
2010).

c.2.3 - Factores relativos al producto procesado

Finalmente, en referencia a los factores relativos al alimento resulta clave la
composicion del producto. Los antimicrobianos de origen natural muchas veces
exhiben una actividad prometedora en medios de laboratorio, pero poca o
ninguna en los alimentos, bajo condiciones similares (Davidson et al., 2013;
Davidson et al., 2015). Esto implica que en los alimentos pueden necesitarse

concentraciones mayores para lograr el mismo resultado.

Algunos trabajos confirman que la actividad de los antimicrobianos de origen
natural puede disminuir en presencia de proteinas, lipidos, glucidos, aniones y
cationes (Ultee et al., 2000; Devlieghere et al., 2004; Veldhuizen et al., 2007,
Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn, 2010; Al-Baarri ef al., 2011). En base a

¢éstos, Davidson ef al. (2013) concluyen que la aplicacion de antimicrobianos de
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origen natural en bebidas a base de glicidos (como es el caso de los zumos)
seria mucho mas sencilla y efectiva que la aplicacion en productos horneados
(como el pan), seguidos por frutas y vegetales, lacteos, productos carnicos y
productos del mar. Seglin estos autores, las bebidas a base de glucidos serian los
alimentos mas adecuados para la adicion de antimicrobianos de origen natural
porque son productos homogéneos, acidos, con pocas proteinas y pocas grasas
(justo al contrario que los productos carnicos y los del mar). No obstante, el
efecto opuesto, es decir, que la presencia de nutrientes promueva la actividad
antimicrobiana, también se ha descrito (Ultee ef al., 2000; Al-Nabulsi y Holley,
2006). Ademas, en relacion al producto es importante su fraccion no nutritiva,
las caracteristicas del procesado al que se someta y las condiciones en las que

mantenga después.

La presencia de componentes no nutritivos (mostrando actividad antimicrobiana
0 no) y la combinacion con otros métodos de conservacion puede disminuir o
aumentar la eficacia de los antimicrobianos de origen natural (Ultee et al., 2000;
Karatzas et al., 2001; Periago et al., 2001; Al-Nabulsi y Holley, 2006; Galvagno
et al., 2007; Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn, 2010; Techathuvanan et
al., 2014). Por otro lado, durante el almacenamiento la actividad puede variar en
funcién de la temperatura (Karatzas ef al., 2001; Al-Nabulsi y Holley, 2006;
Veldhuizen et al., 2007; Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn, 2010), y para
algunos aceites esenciales se ha demostrado que su eficacia antimicrobiana
aumenta en muestras envasadas al vacio o en atmoésferas modificadas (Tsigarida

et al., 2000).

c.3) Otros aspectos a tener en cuenta para la aplicacion de
antimicrobianos de origen natural

A la hora de seleccionar e incorporar en un alimento o en un envase cualquier

antimicrobiano de origen natural no so6lo deben considerarse los factores que

puedan influir en su eficacia. Sean de origen animal, vegetal o microbiano,
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interesa que sean efectivos a bajas concentraciones y en su forma original (sin
necesidad de ninguna trasformacion); que sean econémicos (considerando todos
los costes asociados a su uso); que no alteren las caracteristicas sensoriales de
los alimentos (al menos, no negativamente); que tengan un amplio espectro de
accion, o que resulten efectivos para la resolucion de un problema concreto (lo
cual es muy util en alimentos fermentados, para que el uso de antimicrobianos

no afecte al proceso de fermentacion), y que no generen resistencias.

Adicionalmente, si los antimicrobianos se incorporan a los alimentos o en los
envases antes de procesar, es fundamental que los escogidos sean estables
durante el procesado en cuestidn; y, en cualquier caso, que estén permitidos
segin la legislacion vigente, puesto que natural no necesariamente significa
seguro (Davidson et al.,, 2015). En la actualidad, para demostrar que un
antimicrobiano es seguro tienen que evaluarse las caracteristicas toxicologicas
de éste y de sus metabolitos, la toxicidad que pueda derivarse de la interaccion
con el resto de componentes del alimento y su alergenicidad en los individuos
sensibles; todo, bajo las condiciones en las que se pretende emplear (Davidson

etal.,2015).

d) Microbiologia predictiva para modelizar y cuantificar el efecto

de tecnologias y de conservantes antimicrobianos

En el primer libro sobre microbiologia predictiva, McMeekin et al. (1993) la
definieron como una ciencia cuantitativa para evaluar objetivamente el efecto de
las operaciones de procesado, distribucion y almacenamiento sobre la seguridad
microbiologica y la calidad de los alimentos (Fakruddin ef al., 2011; Arroyo-
Lopez et al., 2012). Con este objetivo se desarrollan modelos matematicos que
describen y predicen el comportamiento de los microorganismos (de acuerdo
con los datos experimentales y bajo condiciones especificas), en términos de

crecimiento, supervivencia o inactivacion. Para ello, la microbiologia predictiva
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asume que las respuestas de las poblaciones microbianas a los factores
ambientales son reproducibles (Ross y McMeekin, 1994; Fakruddin et al.,
2011), de manera que puede llegar a predecirse la respuesta en condiciones no
ensayadas, por interpolacion entre puntos que si que se han estudiado (Ross y

McMeekin, 1994; Fakruddin ef al., 2011).

Los modelos matematicos desarrollados y empleados para la descripcion y la
prediccion de la respuesta microbiana, en cualquier caso, son ecuaciones o
conjuntos de éstas, que representan la realidad a estudio de forma simplificada,
explicando la relacién que hay entre las observaciones del sistema escogido y
los factores que se cree que las causan; o lo que es lo mismo, entre las variables
dependientes que describen el comportamiento microbiano y las variables
independientes que definen las condiciones ambientales del sistema en cuestion
(Arroyo-Lopez et al., 2012). Las condiciones ambientales incluyen los factores
asociados a la presencia de otros microorganismos, ademas de los factores del
entorno mds alld del alimento (como, por ejemplo, la temperatura) y de los
factores relacionados con el alimento en si (como, por ejemplo, el pH o la a,)

(Fakruddin et al., 2011; Pérez-Rodriguez y Valero, 2013).

Con independencia del sistema estudiado, todos los modelos deberian ser
suficientemente complejos para aportar informacion util, pero lo bastante
simples como para ser faciles de manejar, incorporando, por tanto, el menor
nimero de factores posible (Garcia y Zurera, 2004). Este equilibrio entre
complejidad y simplicidad, sin embargo, hace que no exista un modelo 6ptimo
para todas las situaciones (Garcia y Zurera, 2004). Por tanto, modelizar se
define como la accion de construir un modelo que se ajusta s6lo a condiciones

concretas, aunque se construya a partir de una ecuacion general conocida.

La microbiologia predictiva actualmente tiene aplicaciones dentro y fuera del

ambito de la microbiologia de los alimentos (Membré y Lambert, 2008; Mendes
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et al., 2011; Esser et al., 2015). Dentro de este ambito, no obstante, resulta
especialmente conveniente para evaluar la calidad y la seguridad microbioldgica
de los alimentos. En este sentido, los modelos matematicos predictivos sirven
para realizar estudios de vida util (Garcia y Zurera, 2004; Fakruddin et al.,
2011; Pérez-Rodriguez y Valero, 2013). De hecho, el Reglamento (CE) n.°
2073/2005 sobre los criterios microbioldgicos aplicables a los alimentos en la
UE (Comision Europea, 2005) reconoce el uso de modelos predictivos como
una herramienta complementaria util para demostrar que los alimentos cumplen

con los requerimientos exigidos.

Por otro lado, los modelos matematicos predictivos permiten el desarrollo o la
reformulacion de productos microbiologicamente estables y seguros, valorando,
entre otros aspectos, el efecto y la eficacia de los tratamientos y conservantes
aplicados para reducir o controlar la presencia de microorganismos (Fakruddin
et al., 2011; Arroyo-Lopez et al., 2012; Pérez-Rodriguez y Valero, 2013). Otras
aplicaciones incluyen determinar los criterios de proceso y los limites de control
que son importantes en el marco de programas para el APPCC (Garcia y Zurera,
2004; Fakruddin et al., 2011; Pérez-Rodriguez y Valero, 2013). Ademas, los
modelos matematicos predictivos pueden ser herramientas educativas muy
utiles para ilustrar la influencia y los efectos de los factores ambientales sobre
los microorganismos en los alimentos (Fakruddin et al., 2011; Pérez-Rodriguez

y Valero, 2013).

d.1) Tipos de modelos
Los modelos matematicos utilizados tanto para la descripcion como para la
prediccion del comportamiento microbiano pueden clasificarse atendiendo a

distintos criterios.

Segun el nivel de complejidad, los modelos pueden ser primarios, secundarios o

terciarios. Los modelos primarios evalian como cambia la concentracion de
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microorganismos con el tiempo para un conjunto de condiciones especificas, de
acuerdo con el valor de parametros que caracterizan la respuesta observada, sea
crecimiento, supervivencia o inactivacion (Whiting y Buchanan, 1993). Para la
modelizacién del crecimiento suelen utilizarse funciones sigmoideas que
describen las 3 primeras fases de una curva tipica en un sistema cerrado (con
recursos finitos), que consta realmente de al menos 4 fases: la fase de latencia o
de adaptacion al entorno; la fase logaritmica o de crecimiento exponencial; la
fase estacionaria, y la fase de declive, inactivacion o muerte, con un descenso
progresivo de la poblacion, debido, en parte, a la falta de nutrientes y a la
acumulacion de metabolitos toxicos (Figura 1.3) (Pérez-Rodriguez y Valero,
2013).

(1) fase de latencia
(2) fase logaritmica
e (3) fase estacionaria
(4) fase de muerte

log ufc/mL

tiempo

Figural.3 Esquema de las etapas que componen una curva de crecimiento
microbiano tipica en un sistema cerrado (Basado en: Pérez-Rodriguez y Valero,

2013).

En relacion a esta curva, los parametros que normalmente describen el
crecimiento son los siguientes: “duracion del tiempo de latencia” (1), “velocidad
de crecimiento maxima” (u,.) y “concentracion celular alcanzada en fase

estacionaria” (N,) (Pérez-Rodriguez y Valero, 2013).

Para la supervivencia o la inactivacidn, en cambio, existe un abanico variado de
pautas posibles (Geeraerd et al., 2005; Coroller et al., 2006); algunas de ellas se

muestran en la Figura 1.4.
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Figura 1.4 Esquema de algunas de las curvas de supervivencia e inactivacion
descritas hasta la fecha: (a) lineal, (b) lineal con cola, (c) sigmoidea, (d) lineal
con hombro, (e) concava, (f) convexa, (g) bifasica y (h) bifasica con hombro

(Basado en: Xiong et al., 1999; Geeraerd et al., 2005; Coroller et al., 2006).

Por otro lado, los modelos secundarios permiten conocer como cambian los
parametros de los modelos primarios con respecto a una o varias condiciones
ambientales (Whiting y Buchanan, 1993). Y finalmente, los modelos terciarios
combinan uno o més modelos primarios y secundarios para ofrecer al usuario, a
través de una aplicacion informatica sencilla, diferentes predicciones en relacion
al crecimiento, la supervivencia o la muerte de los microorganismos en los
alimentos. De este modo, los modelos terciarios permiten comparar los efectos
de diferentes condiciones ambientales, determinar la respuesta en condiciones
cambiantes y evaluar el comportamiento de varios microorganismos a la vez

(Whiting y Buchanan, 1993).

Adicionalmente, los modelos pueden ser deterministas o probabilisticos, segiin
su finalidad, y empiricos o mecanicistas, segun la informacion que se emplee
para construirlos. Los modelos deterministas (también conocidos como modelos

cinéticos) son aquellos que explican el tiempo necesario para una determinada
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respuesta, de acuerdo con las condiciones ambientales. Frente a éstos, los
modelos probabilisticos (o estocasticos) predicen la probabilidad de que ocurra
(o no) un evento especifico, sin importar la tasa a la que pueda ocurrir
(Fakruddin et al., 2011). Por altimo, con independencia de la complejidad y la
finalidad, los modelos empiricos se construyen a partir de datos experimentales,
con fines puramente descriptivos, mientras que los modelos mecanicistas se
construyen sobre una base tedrica, permitiendo no solo predecir, sino también
interpretar los resultados a partir de una hipétesis de partida (Fakruddin et al.,

2011).

d.2) Etapas para la modelizacion
El proceso de modelizacion consta de 4 etapas: (i) definicion del problema y
disefio experimental, (ii) obtencion y analisis de los datos, (iii) ajuste de los

datos a un modelo y (iv) validacion del modelo ajustado.

d.2.1 - Definicion del problema y diseiio experimental

En el planteamiento de un modelo es muy importante definir cuél es problema
que motiva su desarrollo y cual es el objetivo para el que se desarrolla (Davies,
1993). Esto es importante no solo porque justifica la tarea, sino también porque
facilita una planificacion adecuada y precisa de los experimentos, aprovechando

al maximo los recursos, el tiempo y el esfuerzo invertidos.

En cualquier circunstancia, para organizar el trabajo experimental es muy util
considerar como minimo las siguientes cuestiones (Devlieghere, 2000 - segiin
Pérez-Rodriguez y Valero, 2013): (i) cuales son los factores que tienen una
influencia significativa sobre el problema y el objetivo; (ii) cudl es el intervalo
de fluctuacion para esas variables (considerando los niveles tipicos, posibles o
permitidos en la practica); (iii) cuales son las caracteristicas del indculo que se
va a estudiar (incluyendo la concentracion, el estado fisioldgico, la forma de

inoculacion y si se trata de un microorganismo o una mezcla); (iv) cual es la
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matriz mas adecuada para el estudio (pudiendo escoger entre un medio de
laboratorio estandar, un medio modelo o un alimento), y (v) como se efectuara

el registro de datos experimentales.

Ademas, se recomienda realizar ensayos preliminares de cribado (Davies, 1993;
Pérez-Rodriguez y Valero, 2013) para minimizar de forma coherente el nlimero
de variables independientes que se incorporaran finalmente al modelo. Reducir
el numero de variables es muy importante porque tradicionalmente se escogen
disefios experimentales completos, ensayando todas las combinaciones posibles
de los valores escogidos para los factores considerados (Pérez-Rodriguez y

Valero, 2013).

d.2.2 - Obtencion y andlisis de los datos
Una vez definido el disefio experimental, el siguiente paso consiste en obtener y

analizar las observaciones experimentales.

Actualmente existe un abanico variado de metodologias para obtener datos
relacionados con la proliferacion, la supervivencia o la inactivacion microbiana,
que permiten construir curvas de crecimiento, supervivencia o muerte, y, en
definitiva, que permiten modelizar la respuesta de los microorganismos segun
las condiciones ambientales. Entre ellas destaca el recuento en placa, porque
permite hacer un seguimiento directo del crecimiento, la supervivencia o la
inactivacion en cualquier matriz (sea liquida o solida; se trate de un medio de
laboratorio, de un medio modelo o de un alimento real) (Pérez-Rodriguez y

Valero, 2013).

Ademas, también puede estimarse el crecimiento, la supervivencia o la muerte,
de forma directa y a nivel de célula, empleando colorantes fluorescentes, por
citometria de flujo; y estimar el crecimiento de forma indirecta, por ejemplo,
por turbidimetria, de acuerdo con la absorbancia de los cultivos celulares

(Pérez-Rodriguez y Valero, 2013). Para esta ultima alternativa existen equipos
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automatizados que permiten llevar a cabo muchos ensayos a la vez (iguales o
distintos), usando placas multipocillo e invirtiendo muy poco volumen de

muestra.

Con independencia de la metodologia escogida, siempre se recomienda
acumular el mayor numero de datos posible para desarrollar modelos robustos,
respaldados por una gran cantidad de evidencias. En este sentido es importante
disponer de muchos datos por réplica, de varias réplicas por repeticion y de
varias repeticiones. Al respecto, no habiéndose determinado un nimero optimo
en ninguno de los 3 casos, se recomienda un minimo de 10 puntos por curva
(Walker y Jones, 1993). Otro aspecto importante es la distribucion de los puntos
(Walker y Jones, 1993; Pérez-Rodriguez y Valero, 2013); lo apropiado es que
estén repartidos de forma que todas las etapas de la curva estudiada queden bien
descritas, haciendo especial hincapié en los puntos de inflexion y en las zonas

adyacentes (Walker y Jones, 1993).

En cualquier caso los datos experimentales deben analizarse para garantizar que
la variabilidad observada es aceptable. Este analisis puede efectuarse mediante
parametros estadisticos tales como la desviacion estandar (SD, por sus siglas en

inglés; Ecuacion I.1) o el coeficiente de variacion (CV; Ecuacion 1.2),

(Ecuacion 1.1)

SD _
CcV = m x 100 (Ecuacion 1.2)

donde y; representa los valores observados; ¥, el promedio de y; (Ecuacion 1.3),

y n, el nimero total de observaciones.

y = & (Ecuacion 1.3)

n
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d.2.3 - Ajuste de los datos a un modelo para la modelizacion

Habiendo obtenido un conjunto de datos experimentales, para la modelizacion
¢éstos se ajustan a un modelo primario (que puede ser conocido o desarrollado ex
profeso). De este modo se obtiene un modelo ajustado que permite cuantificar el
valor de los parametros que describen el comportamiento observado en las
condiciones ensayadas. En base a éstos pueden desarrollarse también modelos

secundarios ajustados.

En ambos casos, para ajustar los datos experimentales a una ecuacion se utilizan
métodos de regresion, optimizando el valor de los coeficientes, y, por lo tanto,
minimizando las diferencias observadas entre los datos obtenidos y los valores

predichos por el modelo ajustado (Pérez-Rodriguez y Valero, 2013).

d.2.4 - Validacion de los resultados

Finalmente, los modelos ajustados deben validarse para evaluar la fiabilidad y
precision de las descripciones y las predicciones hechas a partir de éstos. El
proceso de validacion consiste en analizar la bondad de los ajustes y confirmar

las predicciones del modelo.

Idealmente la validacion deberia ser externa, generando datos experimentales
nuevos en un alimento, para el microorganismo o la mezcla estudiados. Sin
embargo, también se acepta la validacion externa en matrices artificiales o a
partir de datos publicados en la literatura cientifica e, incluso, la validacién
interna, aprovechando los datos obtenidos para construir el modelo (Garcia y
Zurera, 2004; Pérez-Rodriguez y Valero, 2013). En cualquier caso, la validacion
puede efectuarse graficamente, o bien en base a indices estadisticos que pueden
ser generales o especificos para esta tarea en el contexto de la microbiologia de

los alimentos (Pérez-Rodriguez y Valero, 2013).

Entre los estadisticos generales que se utilizan para la validacion de modelos

matematicos predictivos se incluyen el coeficiente de determinacion corregido
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(#* corregido; Ecuacién 1.4) y el error cuadratico medio (MSE, por sus siglas en

inglés; Ecuacidén 1.5),

SCR/glscr 4 Y i—3)*/n—p
SCT/glscr X i—»*/n—-1

r?corregido = 1 — (Ecuacion 1.4)

SCR _ ¥ (= 9)*
glscr n—p

MSE = (Ecuacion 1.5)

donde SCR representa la suma de cuadrados residual; glgcr, los grados de
libertad correspondientes a la SCR; SCT, la suma de cuadrados total; glgcr, los
grados de libertad correspondientes a la SCT'; y;, los valores observados; ¥, los
valores estimados por el modelo ajustado; y, el promedio de y; (Ecuacion 1.3);

n, el namero total de observaciones, y p, el nimero de parametros del modelo.

Por otro lado, entre los estadisticos especificos utilizados para la validacion
destacan el factor de sesgo (B, por sus siglas en inglés; Ecuacion 1.6) y el factor

de precision (4, por sus siglas en inglés; Ecuacion 1.7) (Ross, 1996),

B, = 108 E R (Ecuacion 1.6)

Ly | log (zﬂ/yi)l

Ar =10 (Ecuacion 1.7)

donde ¥, representa los valores estimados por el modelo ajustado; y;, los valores

observados, y n, el nimero total de observaciones.
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Objetivos

El objetivo fundamental de esta tesis fue evaluar el potencial conservante de
antimicrobianos de origen vegetal para alargar la vida util de alimentos
minimamente procesados por HHP. Este objetivo general se concreta en los

siguientes objetivos parciales:

e Evaluar el potencial antimicrobiano de carvacrol, citral, asai (Euterpe
oleracea Mart) y estevia (Stevia rebaudiana Bertoni) frente a
microorganismos no patdgenos sustitutos de patdgenos de transmision
alimentaria, cuantificando el efecto logrado con dosis no inhibitorias del

crecimiento, en medio de referencia, a distintas temperaturas.

e Desarrollar una bebida a base de zumos y cuantificar el efecto
antimicrobiano de la estevia frente a un patdgeno de transmision

alimentaria, a distintas temperaturas.

e  Estudiar el efecto antimicrobiano obtenido al combinar el uso de estevia
con el procesado por HHP para garantizar la seguridad y la estabilidad
microbiologica de la bebida formulada, frente a un patégeno de

transmision alimentaria, a distintas temperaturas.

e  Optimizar el procesado por HHP en presencia de estevia para obtener una
bebida vegetal minimamente procesada, microbiolégicamente segura,

enzimaticamente estable y rica en compuestos antioxidantes.
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Plan de trabajo

Para el desarrollo de los objetivos planteados se llevo a cabo el siguiente plan de

trabajo:

1. Revision bibliografica de aspectos tedrico-practicos relacionados con el

desarrollo de la presente tesis doctoral.

2. Estudio del potencial antimicrobiano de carvacrol y citral, frente a E. coli

K12 y L. innocua, en medio de referencia, a 37, 30, 15y 8 °C.

2.1. Determinacion de la CMI para las bacterias y las temperaturas
ensayadas.

2.2. Obtencidn de curvas de crecimiento en presencia de dosis sub-CMI
para el rango de temperaturas considerado.

2.3. Ajuste de las curvas obtenidas a la ecuacion modificada de
Gompertz.

2.4. Cuantificacion y discusion del efecto antimicrobiano observado de
acuerdo con la concentracion de antimicrobiano y la temperatura

de incubacidn, segun el valor de los parametros cinéticos A y t .

3. Estudio del potencial antimicrobiano de un extracto de bayas de asai, frente

a L. innocua, en medio de referencia, a 37,22 y 10 °C.

3.1. Determinacion de la CMI a 37 °C.
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3.2. Obtencion de curvas de crecimiento en presencia de dosis sub-CMI
para el rango de temperaturas considerado.

3.3. Ajuste de las curvas obtenidas a la ecuacién modificada de
Gompertz.

3.4. Cuantificacion y discusion del efecto antimicrobiano observado de
acuerdo con la concentracién de asai y la temperatura de

incubacion, segun el valor de los pardmetros cinéticos 1y pmax-

4. Estudio del potencial antimicrobiano de distintos productos de estevia,

frente a L. innocua, en medio de referencia, a 37, 22 y 10 °C.

4.1. Obtencidn de curvas de crecimiento en presencia de dosis sub-CMI
para el rango de temperaturas considerado.

4.2. Ajuste de las curvas obtenidas a la ecuacion modificada de
Gompertz.

4.3. Cuantificacion y discusion del efecto antimicrobiano observado de
acuerdo con la concentracion de estevia y la temperatura de

incubacion, segun el valor de los pardmetros cinéticos 1y pmax-

5. Estudio del potencial antimicrobiano de una infusién de estevia frente a

L. monocytogenes, en una bebida a base de zumos, a 37 y 10 °C.

5.1. Formulacion de la bebida.

5.2. Obtencion de curvas de supervivencia en presencia de distintas
concentraciones de estevia a las temperaturas consideradas.

5.3. Ajuste de las curvas obtenidas a la distribuciéon de frecuencias de
Weibull.

5.4. Cuantificacion y discusion del efecto antimicrobiano observado de

acuerdo con la concentracion de estevia y con la temperatura de
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5.5.

incubacion, segun el valor de los parametros & y n de la
distribucion de frecuencias de Weibull.
Cuantificacion del dafio subletal producido durante el

almacenamiento en presencia de estevia.

6. Estudio del potencial antimicrobiano del procesado por HHP, en presencia

de estevia, frente a L. monocytogenes, en una bebida a base de zumos, a 37

y 10 °C.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

Estudio cinético de la supervivencia posprocesado mediante HHP,
en presencia y ausencia de estevia.

Ajuste de las curvas obtenidas a la distribucion de frecuencias de
Weibull.

Cuantificacion y discusion de la inactivacion y el dafio subletal
producidos mediante HHP, de acuerdo con el nivel de presion, el
tiempo de tratamiento y la concentracion de estevia, segin los
recuentos celulares obtenidos y el valor de los parametros b y n de
la distribucion de frecuencias de Weibull.

Obtencion de curvas de supervivencia posprocesado por HHP,
durante el almacenamiento en presencia y ausencia de estevia, a las
temperaturas consideradas.

Ajuste de las curvas obtenidas a la distribucion de frecuencias de
Weibull.

Cuantificacion y discusion de la inactivacion y el dafio subletal
producidos de acuerdo con las condiciones el tratamiento mediante
HHP, la concentracién de estevia, la temperatura y el tiempo de
almacenamiento posprocesado, segin los recuentos celulares
obtenidos y el valor de los parametros b y n de la distribucién de

frecuencias de Weibull.
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7. Optimizacién de los factores implicados en la conservacion de la bebida
desarrollada, combinando la adicidon de estevia con el procesado por HHP y

evaluando parametros de calidad microbiologica, enzimatica y funcional.

7.1. Desarrollo de un disefio central compuesto para los factores
“concentracion de estevia”, “nivel de presion” y “tiempo de
tratamiento”.

7.2. Procesado de las muestras de acuerdo con el disefio experimental
desarrollado.

7.3. Determinacion cuantitativa de la inactivacion microbiana frente a
L. monocytogenes.

7.4. Determinacién cuantitativa de la inhibicion de las actividades
polifenoloxidasa (PPO; EC 1.10.3.1, EC 1.14.18.1) y peroxidasa
(POD; EC 1.11.1.7).

7.5. Determinacion cuantitativa de los cambios producidos en el
contenido total de compuestos fendlicos (TPC, por sus siglas en
inglés) y en la capacidad antioxidante total (TAC, por sus siglas en
inglés).

7.6. Optimizacion del proceso combinado mediante la metodologia de

superficies de respuesta (RSM, por sus siglas inglés).
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Capitulos de la tesis

De acuerdo con los objetivos y el plan de trabajo, la parte experimental se

organizo6 en 5 capitulos:

Capitulo 1.

Capitulo 2.

Capitulo 3.

Capitulo 4.

Capitulo 5.

Cuantificacion del efecto antimicrobiano de aditivos alimentarios

de origen vegetal en medio de referencia.

1.1 Evaluacion de la actividad antimicrobiana del carvacrol.

1.2 Evaluacion de la actividad antimicrobiana del citral.

Cuantificacion del efecto antimicrobiano de alimentos de origen

vegetal en medio de referencia.

2.1  Evaluacion de la actividad antimicrobiana del asal.

2.2 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de la estevia.

Evaluacion del potencial antimicrobiano de una infusion de hojas

secas de estevia en una matriz alimentaria.

Evaluacion del potencial antimicrobiano de las altas presiones
hidrostaticas combinadas con la adicién de estevia en una matriz

alimentaria.

Optimizacion de los factores implicados en la conservacion de
alimentos combinando la adicion de estevia con la aplicacion de

altas presiones hidrostaticas.
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Cuantificacion del efecto antimicrobiano de
aditivos alimentarios de origen vegetal en
medio de referencia

1.1 Evaluacién de la actividad antimicrobiana del carvacrol

1.1.1 Introduccion
La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se atribuye sobre todo a
compuestos fenolicos (Cosentino ef al., 1999; Kalemba y Kunicka, 2003), como
el carvacrol, cuya presencia se ha detectado en los aceites esenciales de un buen
nimero de plantas, incluyendo especias como el orégano (Origanum vulgare
L.), el tomillo (7Thymus vulgaris L.) o la ajedrea silvestre (Satureja montana L.)

(Burdock, 2009; Hyldgaard et al., 2012).

El carvacrol es un aditivo alimentario GRAS (Burt, 2004; Hyldgaard et al.,
2012), que se emplea como aromatizante o saborizante en productos horneados,
en lacteos, chicles, caramelos, gelatinas, pudines, salsas y bebidas (Burdock,
2009), en los que también podria funcionar como agente conservante, dada su
capacidad antimicrobiana de amplio espectro (Kisko y Roller, 2005; Knowles et

al., 2005).

Estudios basados en la determinacion de la CMM y la CMI evidencian que el
carvacrol es un agente biostatico y biocida efectivo frente a hongos y bacterias
de todo tipo (Kim et al., 1995; Ultee et al., 1998; Chami et al., 2004; Kisko y
Roller, 2005; Ait-Ouazzou et al., 2011). No obstante, existe poca informacion
referente a sus efectos sobre la cinética de crecimiento microbiano a dosis no
inhibitorias, mas facilmente asimilables por el consumidor, considerando que el

carvacrol tiene un aroma picante y un sabor intenso (Burdock, 2009).
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A nivel préctico, los estudios cinéticos resultan interesantes teniendo en cuenta
(i) que la CMM y la CMI varian en funcidn de muchos factores (entre ellos, la
temperatura); (ii) que los alimentos nunca se mantienen bajo condiciones
perfectamente definidas y controladas; (iii) que la eficacia de los aceites
esenciales y la de sus constituyentes es menor en los alimentos, y (iv) que los
estudios cinéticos permiten, por un lado, construir una matriz de respuestas en
funcion de las condiciones ambientales, y por otro, optimizar el uso de dosis
efectivas minimas (convenientes no sélo desde un punto de vista sensorial, sino

también desde un punto de vista econémico).

En consecuencia, se cuantificO y modelizd el efecto de la concentracion de
carvacrol, en medio de referencia, a distintas temperaturas (37, 30, 15y 8 °C),
sobre la cinética de crecimiento de E. coli K12 y L. innocua, como sustitutos no
patégenos de E. coli O157:H7 y L. monocytogenes (Char et al., 2010; Jadhav et
al., 2013).

1.1.2 Material y métodos

Microorganismos
A partir de un liéfilo proporcionado por la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT), se prepararon 100 viales con E. coli K12 CECT 433, originalmente

aislada de heces humanas.

Con este objetivo, el liéfilo se rehidraté empleando 10 mL de caldo nutritivo
(NB, por sus siglas en inglés; Scharlab SL, Barcelona, Espafa). Cuando se
dispuso de una disolucion homogénea, 5 mL de muestra se transfirieron a un
matraz con 100 mL de NB. El matraz se mantuvo a 37 °C, en agitacién continua
de vaivén (70 rev/min), durante 6 h. Pasado ese tiempo, el cultivo se dividi6 en
2 porciones de 50 mL. Cada porcién se dispuso en un matraz con 500 mL de
NB. Para obtener células en fase estacionaria, ambos matraces se mantuvieron a

37 °C, en agitacion continua de vaivén (70 rev/min), 10 h. A continuacion, los
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cultivos se centrifugaron por duplicado (3836 xg, 15 min, a 4 °C). El sedimento
de cada matraz se resuspendié en 100 y 50 mL de NB, tras la primera y la
segunda centrifugacion, respectivamente. EI volumen final (50 x 2 mL) se
mezcld, se homogeneizo y se almacend a —80 °C, repartido en 100 crioviales de
2 mL, con 1 mL de cultivo y 1 mL de glicerol (Scharlab SL, Barcelona, Espafia)
al 20 % (v:v) en NB.

La concentracion celular promedio de los viales se determind por recuento en
placa, empleando agua de peptona tamponada al 0,1 % (p:v) (Scharlab SL,
Barcelona, Espafa) y agar nutritivo (NA, por su siglas en inglés; Scharlab SL,
Barcelona, Espafia). El recuento se realiz6 tras 24 h de incubacién a 37 °C,
partiendo de 4 viales descongelados a temperatura ambiente. Teniendo en
cuenta el factor de dilucidn requerido para un recuento fiable de entre 30 y 300
colonias por placa (Sutton, 2011), el valor obtenido fue: 6,81 x 10° + 1,21 x
10° ufc/mL.

Siguiendo el mismo procedimiento, se obtuvo un conjunto de 100 viales con
L. innocua CECT 910, originalmente aislada de cerebro de vaca. Con este

objetivo se consideraron algunas modificaciones:

v’ Para recuperar el liéfilo y obtener y conservar el cultivo se utilizo caldo
triptona soja (TSB, por sus siglas en inglés; Scharlab SL, Barcelona,

Espana).

v" Para obtener células en fase estacionaria los indculos se mantuvieron en

agitacion durante 21 h.

v Para determinar la concentracion celular de los viales se utiliz6 agar
triptona soja (TSA, por sus siglas en inglés; Scharlab SL, Barcelona,

Espafia), y el recuento se efectud tras 48 h de incubacién.

La concentracion promedio de estos viales fue: 4,02 x 10° + 5,49 x 10° ufc/mL.
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Procedimiento experimental

Se prepararon frascos con 10 mL de NB o TSB, para E. coli K12 y L. innocua,
respectivamente. Al caldo estéril se le afiadi6 carvacrol (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Alemania) diluido en dimetilsulféxido (DMSO; Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Alemania) (iscan et al., 2002; Botelho et
al., 2007; Muriel-Galet et al., 2012). De este modo se obtuvieron frascos con

distintas concentraciones de carvacrol (0,02-2,00 pL/mL; Tabla 1.1).

Las concentraciones ensayadas se fijaron tras determinar la CMI, definida en
este caso como la concentracion minima de antimicrobiano capaz de inhibir el
crecimiento visible de E. coli K12 o L. innocua, durante 300 h (12,5 d) de

incubacion, a las temperaturas consideradas (37, 30, 15y 8 °C).

Tabla1.1 Concentraciones ensayadas para el carvacrol en funcion del

microorganismo y de la temperatura.

Microorganismo °C Concentraciones ensayadas (uL/mL)

Escherichia coli K12 37 0,04; 0,06; 0,08; 0,105 0,12; 0,14; 0,15; 0,16

30 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,12; 0,14, 0,15; 0,16

15 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,15; 0,20, 0,40; 0,80; 1,60; 2,00

8 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,15; 0,20, 0,40; 0,80; 1,60; 2,00
Listeria innocua 37 0,050; 0,100; 0,125; 0,150, 0,175; 0,200; 0,250

30 0,050; 0,100; 0,125; 0,150, 0,175; 0,200; 0,250

15 0,050; 0,075; 0,100; 0,125; 0,150; 0,175; 0,200; 0,250; 0,500;
1,000; 1,250; 1,500; 1,750; 2,000

8 0,050; 0,075; 0,100; 0,125; 0,150; 0,175; 0,200; 0,250; 0,500;
1,000; 1,250; 1,500; 1,750; 2,000

Los frascos conteniendo caldo y carvacrol se inocularon con aproximadamente
1 x 10" ufc/mL, diluyendo los cultivos de partida en agua de peptona tamponada

al 0,1 % (p:v). Los pocillos de placas multipocillo de poliestireno estériles
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(Deltalab SL, Barcelona, Espaiia) se rellenaron con 250 uL de caldo de cultivo

inoculado, con distintas concentraciones de carvacrol.

En cada experiencia se incluyeron, ademas, controles negativos y controles
positivos; es decir, pocillos conteniendo medio de cultivo, con y sin carvacrol
diluido en DMSO, y pocillos conteniendo caldo inoculado, en ausencia de
carvacrol. Independientemente de la temperatura, las placas se incubaron en
agitacion doble orbital (500 rev/min) y la absorbancia de los cultivos se midi6 a
600 nm. Las lecturas se tomaron a intervalos de tiempo regulares, tras 20 s de
agitacion vigorosa y hasta alcanzarse la fase estacionaria, durante un periodo
maximo de 300 h (12,5 d). A 37 y 30 °C, la absorbancia de los cultivos se midio
cada 30 min. A 15y 8 °C se registro cada 10 y 24 h, respectivamente. Para ello
se utiliz6 un lector automatico de microplacas (POLARstar Omega plate reader,

BMG LABTECH GmbH, Offenburg, Alemania).

La reproducibilidad de los resultados se garantizdé efectuando, al menos, 3
repeticiones de cada combinacién ensayada, con un minimo de 4 réplicas por
repeticion. Ademas se evalud el CV (Ecuacion 1.2) de las réplicas por punto,
teniendo en cuenta que un 20 % es, en principio, el valor maximo aceptable

(Granato y Calado, 2014).

Modelizacion del crecimiento y determinacion de pardmetros cinéticos

Cuando se observo crecimiento, a cada dato de densidad dptica se le sustrajo la
absorbancia promedio de los controles negativos (Valero et al., 2006; Sampath
et al., 2011), con carvacrol y DMSO. Los resultados obtenidos se transformaron
en recuentos celulares (log ufc/mL) mediante curvas de calibraciéon previamente
definidas, para concentraciones celulares entre 6 y 10 log ufc/mL, en funcién
del microorganismo y de la temperatura (Valero et al., 2006; Gupta et al.,
2012). Las curvas de calibracion se validaron en base al coeficiente de

correlacion de Pearson (r; Ecuacion 1.1),
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r=\/1_%:\/1_%13;‘))22 (Ecuacion 1.1)

donde SCR representa la suma de cuadrados residual; SCT, la suma de
cuadrados total; y;, los valores observados; ¥;, los valores estimados por el

modelo, e y, el promedio de y;, calculado segun la Ecuacion 1.3.

La concordancia entre los recuentos obtenidos y los predichos por las curvas de

calibracion se evalu6 también mediante el estadistico A (Ecuacion 1.7).

Una vez hecha la transformacion, los recuentos se ajustaron a la ecuacion
modificada de Gompertz (Gibson et al., 1988) (Ecuacion 1.2),

log N, = A+ Cxee ¢ (Ecuacion 1.2)

donde N; (ufc/mL) representa la concentracion celular a tiempo t (h); A
(log ufc/mL), el valor estimado para la asintota inferior de la curva de
crecimiento; C (log ufc/mL), el valor estimado para la diferencia entre las dos
asintotas de la curva; B (1/h), la velocidad de crecimiento relativo a M; M (h),
el tiempo transcurrido hasta que se alcanza la pmax, Y e, la constante matematica
e (~2,7183).

La ecuacion modificada de Gompertz ha sido extensamente utilizada para la
descripcion matematica del crecimiento microbiano en medios de cultivo y en
alimentos, en parte, porque todos sus parametros tienen un significado bioldgico
(Corbo et al., 2009).

El ajuste se efectud por regresion no lineal, usando el algoritmo de Marquadt
para minimizar la suma residual de cuadrados (Zwietering et al., 1990).

Ademas, los coeficientes de la ecuacion modificada de Gompertz se emplearon
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para calcular el valor de los parametros A (h) y t, ((log ufc/mL)/h), para los
microorganismos considerados, en funcion de la concentracion de carvacrol y
de la temperatura. Para ello se emplearon las Ecuaciones 1.3 y 1.4 (McMeekin

et al., 1993 - segtin McKellar y Lu, 2003),

1 logN, — A
A=M- (—) + <Og—0) (Ecuacion 1.3)
B Hmax
BxC
Hmax = — (Ecuacion 1.4)

donde A, B, C, M y e mantienen el significado que tienen en la Ecuacion 1.2, y

donde N, (ufc/mL) representa la concentracion celular de partida.

La bondad de los ajustes se evalud mediante el 7 corregido y el MSE asociado

a cada uno (Ecuaciones 1.4 ¢ 1.5).

Los ajustes y la validacion de resultados se realizaron con el paquete estadistico
Statgraphics Centurion XV.II, version 11 (Statpoint Technologies Inc., Virginia,
EE. UU.).

1.1.3 Resultados y discusion
La actividad antibacteriana de distintas concentraciones de carvacrol se evalud
en medio liquido (TSB o NB), a temperatura 6ptima de crecimiento (37 °C), a
temperatura subdptima de crecimiento (30 °C), a temperatura de abuso en caso

de rotura de la cadena de frio (15 °C) y a temperatura maxima de refrigeracion

(8 °C).

En la Tabla 1.2 se muestra la CMI de carvacrol en funcién del microorganismo

y de la temperatura, para un tiempo de incubacion méaximo de 300 h (12,5 d).

Los valores de CMI obtenidos estan en concordancia con los valores publicados

por otros autores para E. coli O157:H7 y L. monocytogenes (Pol y Smid, 1999;
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Burt et al., 2005; Veldhuizen et al., 2007; Gutiérrez-Larrainzar ef al., 2012). La
diferencia observada entre unos y otros es inferior a 0,05 uL/mL para una
temperatura de incubacion igual o superior a 30 °C, e inferior a 0,11 pL/mL

para una temperatura de incubacion igual o inferior a 20 °C.

De acuerdo con lo dicho, Gutiérrez-Larrainzar et al. (2012) observaron que el
crecimiento de E. coli O157:H7 en caldo Mueller-Hinton se inhibe en presencia
de 0,15 pL/mL de carvacrol, a 35 °C, mientras que los resultados obtenidos
demuestran que el crecimiento visible de E. coli K12 se inhibi6 en presencia de
0,14 uL/mL de carvacrol, a 37 y 30 °C (Tabla 1.2). Asimismo, Veldhuizen et al.
(2007) demostraron que el crecimiento visible de L. monocytogenes en TSB, a
37 °C, se inhibe en presencia de unos 0,25 uL/mL de carvacrol; este valor es
muy similar al valor obtenido para L. innocua, bajo las mismas condiciones de

ensayo (Tabla 1.2).

Tabla 1.2 Concentraciéon minima inhibitoria de carvacrol (uL/mL) en funcion

del microorganismo y de la temperatura.

Temperatura (°C) Escherichia coli K12 Listeria innocua
37 0,14 0,20
30 0,14 0,20
15 0,20 0,50
8 * 0,50

* A 8 °C no se detecto crecimiento de E. coli K12, ni siquiera en ausencia de carvacrol.

La concordancia observada entre los resultados mostrados en la Tabla 1.2 y los
obtenidos por otros autores apoyaria el uso de E. coli K12 y L. innocua para
evaluar la actividad antimicrobiana del carvacrol frente a E. coli O157:H7 y
L. monocytogenes, respectivamente, porque su respuesta a la exposiciéon en
determinadas condiciones es parecida. Esta similitud es muy importante puesto

que en plantas piloto e industrias se realizan pruebas de desafio microbiano con
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microorganismos sustitutos de bajo riesgo (Gurtler et al., 2010), tal como
recomienda el NACMCF (2010).

Por otro lado, en términos generales se observo que el valor de CMI aumentd al
bajar la temperatura (Tabla 1.2). Eso implica que al disminuir la temperatura
aumento la resistencia de los microorganismos al antimicrobiano o que éste

perdio efectividad.

La resistencia microbiana aparentemente observada a temperaturas bajas podria
estar relacionada con la activacion de mecanismos de respuesta a estrés, puesto
que ésta solo ocurre en ambientes realmente hostiles, en los que s6lo sobreviven
las bacterias mas resistentes. Hay que tener en cuenta que los microorganismos
que sobreviven o se adaptan a un estrés pueden ganar resistencia a otros factores
0 condiciones estresantes (Wesche et al., 2009). Cuando las bacterias crecen a
temperaturas bajas modifican la composicion de sus membranas para
incrementar la tolerancia al frio; estos cambios podrian incrementar también la
resistencia al carvacrol (Veldhuizen et al., 2007; Rattanachaikunsopon y
Phumkhachorn, 2010). Aunque el mecanismo de accién del carvacrol ain no
esta del todo claro, parece que este compuesto es capaz de desestabilizar y dafar
las envueltas celulares, alterando la fuerza proton-motriz, aumentando la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica y, por ende, facilitando la pérdida
de componentes intracelulares (Helander et al., 1998; Ultee et al., 1999). Para
ello el carvacrol debe interactuar con la célula y la interaccion podria depender

del estado fisioldgico de la membrana.

No obstante, también es posible que el carvacrol pierda efectividad a
temperaturas bajas. De hecho, la mayoria de reacciones quimicas y bioquimicas
se ralentizan al disminuir la temperatura. Ademas, estudios previos demuestran
que el potencial antimicrobiano de los compuestos aromaticos disminuye al

bajar la temperatura porque disminuye la presion de vapor y la solubilidad de
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los mismos (Lanciotti et al., 2004). En cualquier caso, el aumento de la CMI a
bajas temperaturas también ha sido observado por otros investigadores

(Veldhuizen et al., 2007; Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn, 2010).

En vista de los valores de CMI obtenidos (Tabla 1.2), el carvacrol resulté mas
efectivo frente a E. coli K12 que frente a L. innocua. En la bibliografia existe
cierta controversia acerca de si los aceites esenciales son mas efectivos frente a
bacterias gram positivas o gram negativas. En vista de los resultados publicados
hasta la fecha, algunos parecen mas efectivos frente a bacterias gram positivas,
mientras que los aceites esenciales de orégano son mas efectivos frente a
bacterias gram negativas, en principio, porque contienen compuestos capaces de
dafiar la membrana externa que las envuelve (Burt, 2004); esto explicaria los

resultados obtenidos.

A dosis por debajo de la CMI se obtuvieron curvas de crecimiento sigmoides
(Figuras 1.1 y 1.2), excepto para E. coli K12, a 8 °C. Tras 300 h (12,5 d) de
incubacion a esa temperatura, no se detectd crecimiento de E. coli K12, ni
siquiera en ausencia de carvacrol. Valero et al. (2010) describieron “8 °C”
como una temperatura inhibitoria del crecimiento de E. coli O157:H7. Por tanto,
la combinacién “E. coli K12 - 8 °C” se descarto para el subsiguiente estudio del
efecto antimicrobiano del carvacrol sobre el crecimiento de E. coli K12 a

distintas temperaturas.

De acuerdo con lo dicho en el subapartado Modelizacion del crecimiento y
determinacion de parametros cinéticos del apartado 1.1.2, las curvas de
crecimiento obtenidas se ajustaron a la ecuacion modificada de Gompertz, con

un #° corregido minimo de 0,9913 y un MSE maximo de 0,0143.

En las Tablas 1.3-1.6 se muestran los valores de A y u,. obtenidos para los
microorganismos estudiados, en funcion de la temperatura y de la concentracion

de carvacrol.
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Tabla 1.3 Duracion del tiempo de latencia (h) para Escherichia coli K12 en

funcidn de la temperatura y de la concentracion de carvacrol.

Carvacrol (uL/mL) 37°C 30 °C 15°C
0 0,47 +0,09 1,31£0,11 17,63 £ 4,49
0,02 - - 17,70 + 1,39
0,04 0,67 +0,07 1,33+£0,16 18,73 £0,40
0,06 0,81+0,15 1,49 £0,26 19,24 £0,97
0,08 0,82 +0,11 1,79 £0,32 20,68 +3,01
0,10 1,34 +£0,02 5,93 +0,46 24,00 +0,13
0,12 7,95+ 1,62 14,74 + 2,39 -
0,14 CMI CMI -
0,15 35,82 +7,12
0,20 CMI

CMI: concentracion minima inhibitoria; —: combinacion no ensayada.

Tabla1l.4 Velocidad de crecimiento ((log ufc/mL)/h) para Escherichia coli

K12 en funcion de la temperatura y de la concentracion de carvacrol.

Carvacrol (uL/mL) 37°C 30 °C 15°C
0 0,954 + 0,065 1,058 + 0,091 0,138 +0,024
0,02 - - 0,131 +£0,018
0,04 0,861 +0,103 0,911 +0,078 0,124 + 0,024
0,06 0,762 +£0,115 0,844 + 0,079 0,120 + 0,024
0,08 0,739 +£0,125 0,760 + 0,086 0,113 +0,016
0,10 0,416 £ 0,021 0,619 +0,100 0,101 +0,003
0,12 0,467 + 0,021 0,522 +£0,120 -
0,14 CMI CMI -
0,15 0,086 + 0,004
0,20 CMI

CMI: concentracion minima inhibitoria; —: combinacion no ensayada.
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Tabla1l5 Duracion del tiempo de latencia (h) para Listeria innocua en

funcién de la temperatura y de la concentracion de carvacrol.

Carvacrol (uL/mL) 37°C 30 °C 15°C 8 °C
0 1,22 £0,21 2,05 +0,21 1531+ 1,46 4426 + 1,86
0,050 1,33+0,20 2,11+0,23 15,85 +1,42 44,26 + 5,67
0,075 - - 16,33 £ 1,94 44,03 £ 1,17
0,100 1,86 +£0,24 3,18+0,32 17,09 £2,17 46,39 + 1,80
0,125 2,22 +£0,38 3,48 +£0,51 17,31 1,62 43,63 +1,12
0,150 2,95+0,30 4,23 +0,29 19,42 +£2,96 43,69 +2,23
0,175 2,98 +£0,15 5,39 +£0,53 20,94 +3,16 4598 + 1,24
0,200 CMI CMI 30,09 £ 1,30 43,92 +2,23
0,250 33,78 £2,81 42,95 +4,56

0,500 CMI CMI

CMI: concentracion minima inhibitoria; —: combinacion no ensayada.

Tabla1l.6 Velocidad de crecimiento ((log ufc/mL)/h) para Listeria innocua

en funcion de la temperatura y de la concentracion de carvacrol.

Carvacrol (uL/mL) 37°C 30 °C 15°C 8 °C
0 0,879 £0,056  0,635+0,012 0,077 + 0,005 0,020 + 0,001
0,050 0,781+ 0,069 0,635+ 0,056 0,068 £ 0,004 0,017 + 0,002
0,075 - - 0,068 + 0,004 0,016 + 0,002
0,100 0,727 +£0,021 0,621 £0,038 0,064 + 0,002 0,013 +0,002
0,125 0,541 +0,087 0,448 £ 0,079 0,054 + 0,009 0,007 + 0,001
0,150 0,241 £0,041 0,242 +£0,044 0,044 + 0,003 0,006 + 0,000
0,175 0,161 +0,071  0,111+0,018 0,042 + 0,008 0,006 + 0,001
0,200 CMI CMI 0,025 £ 0,001 0,006 + 0,000
0,250 0,006 £ 0,001 0,006 + 0,000

0,500 CMI CMI

CMI: concentracion minima inhibitoria; —: combinacion no ensayada.

58



Capitulo 1

Efecto de la temperatura y de la concentracion de carvacrol sobre el
crecimiento de Escherichia coli K12

En general, con independencia de la concentracidon de carvacrol, un descenso de
la temperatura produjo un aumento de 4 y un descenso de i, (Tablas 1.3 y
1.4). A 37 °C, en ausencia de carvacrol, tras un periodo de adaptacion que duro
unos 30 min (0,47 + 0,09 h), E. coli K12 creci6 a razon de 0,954 + 0,065 (log
ufc/mL)/h. A 15 °C se obtuvo un valor de A casi 40 veces mayor (17,63 +
4,49 h) y un valor u,,4 casi 7 veces menor (0,138 + 0,024 (log ufc/mL)/h). El
incremento de A que se asoci6 al descenso de temperatura fue notable en todo el
intervalo de temperaturas ensayado (37-15 °C). Sin embargo, el descenso de
Umax SOlO se aprecid a 15 °C, puesto que el valor obtenido a 30 °C fue muy
similar al obtenido a 37 °C. En consecuencia, 4, resultd menos dependiente de
la temperatura que A; segin los resultados, para una misma concentracion de
carvacrol, disminuir la temperatura incrementé el tiempo requerido por E. coli
K12 para adaptarse al entorno, pero luego el crecimiento ocurri6é siempre como
en condiciones optimas (37 °C), a menos que la temperatura fuera igual o

inferior a 15 °C.

Por otro lado, con independencia de la temperatura, aumentar la concentracion
de carvacrol produjo un aumento de 1 y un descenso de u, (Tablas 1.3 y 1.4).
A 15 °C, en presencia de carvacrol (0,15 uL/mL) se obtuvo un valor de 4
maximo de 35,82 + 7,12 h. Ademas, se observod que la presencia de carvacrol
redujo .. hasta valores minimos, muy cercanos a 0 (0,086 £ 0,004 (log
ufc/mL)/h). Estos resultados demuestran que la adicion de carvacrol en dosis
por debajo de la CMI podria llegar a controlar el crecimiento de E. coli
O157:H7 en productos refrigerados, si se produce una rotura en la cadena de

frio o si la refrigeracion es deficiente.

Controlar y mantener la temperatura a la que se mantienen los alimentos desde

el momento de produccion hasta el momento de consumo es un desafio, puesto
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que existen muchos puntos en los que pueden producirse fallos o deficiencias

(Laguerre et al., 2013).

En la bibliografia, diversas encuestas han demostrado que un alto porcentaje de
refrigeradores comerciales y domésticos operan a temperaturas por encima de la
recomendada (4 °C) (Garrido et al., 2010). En muchos casos, la temperatura de
almacenamiento es igual o superior a 9 °C (Sergelidis ef al., 1997; Laguerre et
al., 2002; Carrasco et al., 2007), bien por desconocimiento o bien porque se
excede la capacidad frigorifica del equipo (Sergelidis et al., 1997). En cualquier
caso, de ahi la importancia del uso de conservantes capaces de inhibir o
ralentizar el crecimiento microbiano durante el almacenamiento, sin olvidar la

importancia de las BPH y las BPM.

Efecto de la temperatura y de la concentracion de carvacrol sobre el
crecimiento de Listeria innocua

Independientemente de la concentracion de carvacrol, a menor temperatura,
mayor valor de 4 y menor valor de u,, (Tabla 1.4). El valor de 4 obtenido a
37 °C, en ausencia de carvacrol, fue 1,22 £ 0,21 h. Eso significa que, bajo
condiciones de crecimiento Optimas, L. innocua necesitd alrededor de 1 h y
15 min para adaptarse al entorno. Reducir la temperatura en solo 7 °C
multiplico este valor por 1,68 (1,22 + 0,21 frente a 2,05 + 0,21 h). Ademas, la
incubacion a temperaturas mas bajas hizo que la fase de latencia fuera ain mas
larga; los valores de A obtenidos a 15 y 8 °C fueron unas 15 y 44 veces mayores
que el obtenido a 37 °C, respectivamente (15,31 £ 1,46 y 44,26 + 1,86 frente a
1,22 £ 0,21 h). Una vez lograda la adaptacion al ambiente, el valor de w4
alcanzado a 30, 15 y 8 °C fue casi 1,4; 11,5 y 44 veces mas pequeio que el

valor alcanzado a 37 °C.

A diferencia de E. coli K12, L. innocua fue capaz de crecer a temperatura de

refrigeracion porque es una bacteria psicrotrofa, como L. monocytogenes. En
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estos casos, el uso de carvacrol como medida adicional para el control del
crecimiento podria ser interesante aunque no se produzcan fallos en la cadena
de frio. A 8 °C, la .. de L. innocua disminuy6 a medida que la concentracion
de carvacrol aumentd, alcanzandose un valor minimo en presencia de
0,125 uL/mL de carvacrol. Bajo esas condiciones, el valor de este parametro fue
3 veces menor que el alcanzado por el microorganismo en ausencia de carvacrol
(0,006 + 0,000 frente a 0,020 + 0,001 (log ufc/mL)/h). Por otro lado, a 15 °C
una mayor concentracién de carvacrol se asocio a un valor de A mayor y a un
valor de ., menor. Por consiguiente, el uso de dosis no inhibitorias de
carvacrol podria ser una medida efectiva para controlar el crecimiento de
L. monocytogenes si se produce un fallo en la cadena de frio o si los alimentos

no se mantienen a la temperatura recomendada.

1.1.4 Conclusion
Los resultados obtenidos demuestran que la adicion de carvacrol podria inhibir
el crecimiento visible de E. coli K12 y L. innocua en alimentos almacenados a
15 °C, siempre que se utilicen concentraciones superiores a 0,20 y 0,50 pL/mL,
respectivamente. A esa temperatura (15 °C), dosis mas bajas (de 0,15 pL/mL
para E.coli K12 y de 0,25 pL/mL para L. innocua) doblaron el tiempo
requerido por ambos microorganismos para empezar a crecer y disminuyeron la

tasa maxima de multiplicacion.

En consecuencia, el carvacrol administrado en concentraciones por debajo de la
CMI podria ser una buena alternativa como medida extra de control del
crecimiento, ayudando a la conservacion de los alimentos en caso de que se
produzca una rotura en la cadena de frio o de que se mantengan en refrigeracion
a temperaturas por encima de la establecida como adecuada. Adicionalmente, a
concentraciones por debajo de la CMI los alimentos podrian ser sensorialmente
aceptables, aunque para confirmalo serian necesarios estudios adicionales en

alimentos.
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1.2 Evaluacioén de la actividad antimicrobiana del citral

1.2.1 Introduccion
De acuerdo con el apartado 1.1.1, la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales se atribuye sobre todo a compuestos fenodlicos. No obstante, su
potencial antibacteriano y antifingico también se ha asociado a aldehidos,
cetonas, alcoholes, éteres e hidrocarburos (Cosentino ef al., 1999; Kalemba y
Kunicka, 2003). Dentro este conjunto se incluye el citral, cuya presencia se ha
detectado (i) en los aceites esenciales de mirto limon (Backhousia citriodora
F.Muell.), con un contenido minimo del 80 % y un contenido maximo del 98 %
(Hayes y Markovic, 2002; Wilkinson et al., 2003); (ii) en los aceites esenciales
de hierba de limon (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), suponiendo entre un 65
y un 85 % de aquellos que se obtienen a partir de las hojas (Saddiq y Khayyat,
2010), y (iii) en los aceites esenciales de citricos tales como el naranjo (Citrus
xsinensis (L.) Osbeck), el mandarino (Citrus reticulata Blanco) o el limonero
(Citrus xlimon (L.) Burm.f.), en los que no supone mas de un 32 %, en el mejor

de los casos (Blanco et al., 1995; Ahmad et al., 2006; Singh et al., 2010).

Hasta la fecha, muchos trabajos han demostrado que el citral tiene actividad
antimicrobiana, y que es efectivo frente a hongos y bacterias de todo tipo
(Onawunmi, 1989; Kim et al., 1995; Hayes y Markovic, 2002; Wilkinson et al.,
2003; Garcia et al., 2008; Somolinos ef al., 2009; Saddiq y Khayyat, 2010).

Al igual que el carvacrol, el citral es un compuesto volatil de naturaleza lipofila,
capaz de alterar la organizacion e integridad de las envueltas celulares (Garcia
et al., 2008; Somolinos et al., 2009), aunque su accion parece implicar ademas
la granulaciéon del citoplasma y la inactivacion o la no sintesis de enzimas

intracelulares y extracelulares (Garcia ef al., 2008).

Por otro lado, al igual que el carvacrol, el citral también es un aromatizante-

saborizante alimentario GRAS (Burt, 2004; Hyldgaard et al., 2012).
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A diferencia del carvacrol, sin embargo, el citral es una mezcla de dos aldehidos
monoterpenos aciclicos isomeros (Saddiq y Khayyat, 2010), a-f insaturados,
que reciben el nombre de: (i) neral, trans-citral, citral A, (Z)-citral o isbmero Z,

y (ii) geranial, cis-citral, citral B, (E)-citral o isdémero E (Figura 1.3).

CH;4 CH; CH;
OH COH
AN x
COH
H;C CH;4 H5C CH;4 H;C CH;
NERAL GERANIAL

Figura 1.3 Comparacion de la estructura quimica del carvacrol y de los

isomeros que componen el citral.

Considerando que la actividad antimicrobiana del citral practicamente no se ha
evaluado a concentraciones por debajo de la CMI desde un punto de vista
cinético (en base al valor de parametros como A y ), se cuantificd y
modeliz6 el efecto de la concentracion de citral sobre el crecimiento de E. coli
K12 y L. innocua, en medio de referencia, a distintas temperaturas (37, 30, 15y
8 °C), teniendo en cuenta, ademas, la importancia de los estudios cinéticos para
planificar un sistema de APPCC en base a datos objetivos como los que pueden

obtenerse mediante una evaluacion de riesgos a nivel industrial.

1.2.2 Material y métodos

Microorganismos
Para evaluar el efecto antimicrobiano del citral se utilizaron viales conteniendo

E. coli K12 CECT 433 (6,81 x 10° + 1,21 x 10’ ufc/mL) y viales conteniendo
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L. innocua CECT 910 (4,02 x 10° + 549 x 10® ufc/mL); en concreto, se
utilizaron viales de los conjuntos obtenidos para cuantificar la actividad

antimicrobiana del carvacrol (subapartado Microorganismos del apartado 1.1.2).

Procedimiento experimental

Para determinar el potencial antimicrobiano de distintas concentraciones de
citral (0,1-3,0 pL/mL; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Alemania),
diluido en DMSO, frente a E. coli K12 y L. innocua, a distintas temperaturas
(37, 30, 15 y 8 °C), se empled el protocolo descrito para evaluar el potencial
antimicrobiano del carvacrol (subapartado Procedimiento experimental del
apartado 1.1.2). Las concentraciones ensayadas en este caso se muestran en la

Tabla 1.7.

Tabla 1.7 Concentraciones ensayadas para el citral en funcion del

microorganismo y de la temperatura.

Microorganismo °C Concentraciones ensayadas (uL/mL)

Escherichia coli K12 37 0,100; 0,200; 0,250; 0,275; 0,300; 0,325; 0,350
30 0,100; 0,200, 0,250; 0,275; 0,300; 0,325; 0,350
15 0,100; 0,200, 0,300; 0,500; 0,750; 1,000; 1,500, 3,000
8 0,100; 0,200, 0,300; 0,500; 0,750; 1,000; 1,500, 3,000

Listeria innocua 37 0,100; 0,150; 0,175; 0,200, 0,250; 0,300
30 0,100; 0,150, 0,175; 0,200; 0,250; 0,300
15 0,100; 0,150, 0,200; 0,250; 0,300; 0,500; 1,000
8 0,100; 0,150, 0,200; 0,300; 0,500; 1,000; 1,500

Modelizacion del crecimiento y determinacion de pardametros cinéticos

De acuerdo con lo dicho en el subapartado Modelizacion del crecimiento y
determinacion de parametros cinéticos del apartado 1.1.2, el registro de
densidad optica se transformd en recuentos (log ufc/mL) mediante curvas de

calibracion validadas mediante los estadisticos » y A, (Ecuaciones 1.1 e 1.7).
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Una vez hecha la transformacion, los recuentos obtenidos se ajustaron a la
ecuacion modificada de Gompertz (Ecuacion 1.2) y se calculd el valor de los
parametros A (h) y .4 (log ufc/mL), en funcion de las condiciones de ensayo,
segin las Ecuaciones 1.3 y 1.4. La bondad de los ajustes se evalué mediante el

1’ corregido y el MSE asociado a cada uno (Ecuaciones 1.4 ¢ 1.5).

1.2.3 Resultados y discusion
Tras determinarse la CMI de citral para los microorganismos estudiados, a las
temperaturas de ensayo (37-8 °C), se cuantificd la actividad antibacteriana de
concentraciones inferiores a la CMI sobre el crecimiento de E. coli K12 y

L. innocua a distintas temperaturas.

De acuerdo con los valores de CMI obtenidos (Tabla 1.8), el citral resultd6 mas
efectivo frente a E. coli K12 que frente a L. innocua, a 15 y 8 °C, detectandose
menor efectividad a menor temperatura, al igual que en el caso del carvacrol,
bien porque aumento la resistencia de ambos microorganismos o bien porque la
efectividad del compuesto disminuyé a medida que disminuy6 la temperatura

(apartado 1.1.3).

Tabla 1.8 Concentraciéon minima inhibitoria de citral (uL./mL) en funcién del

microorganismo y de la temperatura.

Temperatura (°C) Escherichia coli K12 Listeria innocua
37 0,325 0,300
30 0,325 0,300
15 0,300 0,500
8 * 1

* 4 8 °C no se detecto crecimiento de E. coli K12, ni siquiera en ausencia de citral.

En cualquier caso, los valores de CMI obtenidos concuerdan con los obtenidos

por Kim et al. (1995) para E. coli O157:H7 y L. monocytogenes, en medio de
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referencia. En consecuencia, E. coli K12 y L. innocua podrian ser también
sustitutos no patogenos de E. coli O157:H7 y L. monocytogenes para validar la
efectividad del citral y efectuar pruebas de desafio microbiano en la industria
usando microorganismos de bajo riesgo, de acuerdo con lo dicho en el apartado

1.1.3.

Ademas, el valor obtenido para E. coli K12 a 37 °C concuerda con el obtenido
por Hayes y Markovic (2002), a misma esa temperatura, para una cepa de
E. coli perteneciente al serogrupo O103. En este grupo, de alta prevalencia a
nivel mundial, se incluyen serotipos patogenos productores de toxina tipo Shiga
no O157, de transmision alimentaria, para los que se estan desarrollando
sistemas rapidos y precisos de identificacién en alimentos (Blais ef al., 2014;
Mussio et al., 2014). De acuerdo con esta observacion, por tanto, E. coli K12
podria ser sustituto no patégeno valido para varios serotipos patdogenos de la

especie E. coli.

Por otro lado, a dosis por debajo de la CMI se obtuvieron curvas de crecimiento
sigmoides (Figuras 1.4 y 1.5), excepto para E. coli K12, a 8 °C, temperatura a la
que no se detectd crecimiento durante un periodo de maximo de 300 h (12,5 d).
En consecuencia, de acuerdo con lo dicho en el apartado 1.1.3, la combinacién
“E. coli K12 - 8 °C” se descartd para el subsiguiente estudio del efecto
antimicrobiano del citral sobre el crecimiento de E. coli K12 a distintas

temperaturas.

Como en el caso del carvacrol, las curvas obtenidas a dosis sub-CMI de citral se
ajustaron a la ecuacién modificada de Gompertz, con un »° corregido minimo

de 0,9729 y un MSE maximo de 0,0345.

En las Tablas 1.9-1.12 se muestran los valores de A y w4 obtenidos para los
microorganismos considerados en funcion de la temperatura y de la

concentracion de citral.
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Tabla 1.9 Duracion del tiempo de latencia (h) para Escherichia coli K12 en

funcidn de la temperatura y de la concentracion de citral.

Citral (uL/mL) 37°C 30 °C 15°C
0 0,88 0,18 2,15+0,36 18,57 +0,52
0,100 1,21 +0,17 2,51 40,29 18,86 +2,10
0,200 2,2340,33 5214033 20,44 +2.56
0,250 3,07 0,61 6,75 + 1,44 -
0,275 6,22 +1,32 9,40 £ 1,28 -
0,300 - 13,76 + 0,60 21,70 + 3,54
0,325 CMI CMI -
0,500 24,03 0,07
0,750 31,16 £2,82
1,0 40,08 = 1,10
1,5 49,52 +331
3,0 CMI

CMI: concentracion minima inhibitoria; —: combinacion no ensayada.

Tabla 1.10 Velocidad de crecimiento ((log ufc/mL)/h) para Escherichia

K12 en funcién de la temperatura y de la concentracion de citral.

coli

Citral (uL/mL) 37°C 30 °C 15°C
0 1,070 = 0,028 1,018 + 0,049 0,105 = 0,004
0,100 0,916 % 0,062 0,873 + 0,018 0,099 0,010
0,200 0,736 + 0,088 0,851 + 0,024 0,099 + 0,013
0,250 0,649 + 0,134 0,822 + 0,043 -
0,275 0,727 + 0,095 0,804 + 0,026 -
0,300 - 0,787 + 0,059 0,091 + 0,016
0,325 CMI CMI -
0,500 0,095 + 0,002
0,750 0,103 = 0,006
1,0 0,099 + 0,009
1,5 0,108 = 0,001
3,0 CMI

CMI: concentracion minima inhibitoria; —: combinacion no ensayada.
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Tabla 1.11 Duracion del tiempo de latencia (h) para Listeria innocua en

funcidn de la temperatura y de la concentracion de citral.

Citral (uL/mL) 37°C 30 °C 15°C 8 °C
0 1,54 + 0,08 2,46 0,16 14,71 +2,10 46,99 £ 747
0,100 1,77 0,12 2,54 +0,10 15,89 + 1,96 67,24 11,61
0,150 2,43+0,14 3,39 +£0,36 17,05 £0,53 80,44 + 3,54
0,175 3,03 +0,20 3,72 40,53 - -
0,200 433 40,14 4,81 +0,58 18,17 +£0,57 92,21 + 15,46
0,250 6,53 1,33 8,71+ 1,32 18,92 + 2,81 -
0,300 CMI CMI 18,94 + 1,81 99,47+ 8,48
0,500 CMI 111,87+ 4,93
1,0 CMI

CMI: concentracion minima inhibitoria; —: combinacion no ensayada.

Tabla 1.12 Velocidad de crecimiento ((log ufc/mL)/h) para Listeria innocua

en funcion de la temperatura y de la concentracion de citral.

Citral (uL/mL) 37°C 30 °C 15°C 8 °C
0 0,821+0,093  0,611+0,015 0,078 +0,015 0,024 + 0,004
0,100 0,692 +0,097 0,607 +0,045 0,078 £0,015 0,022 + 0,004
0,150 0,645+0,138  0,555+0,042  0,079+0,015 0,020 + 0,004
0,175 0,527 0,070 0,531 + 0,047 - -
0,200 0,359+0,049  0443+0015  0,058+0,006 0,019 +0,002
0,250 0,302+£0,034 04160052 0,052 +0,003 -
0,300 CMI CMI 0,046 £0,005 0,020 + 0,000
0,500 CMI 0,018 + 0,001
1,5 CMI
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Efecto de la temperatura y de la concentracion de citral sobre el crecimiento
de Escherichia coli K12

En términos generales, al disminuir la temperatura aument6 A y disminuy6 gy,
con independencia de la concentracion de citral (Tablas 1.9 y 1.10). A 37 °C, en
ausencia de citral, E. coli K12 creci6 a razén de 1,070 = 0,028 (log ufc/mL)/h,
tras menos de 1 h de latencia (0,89 £ 0,18 h). A 15 °C, en cambio, se obtuvo un
valor 4 casi 21 veces mayor (18,57 + 0,52 h) y un valor de u,,;, algo mas de 10
veces menor (0,105 = 0,004 (log ufc/mL)/h). De acuerdo con lo dicho en el
subapartado Efecto de la temperatura y de la concentracion de carvacrol sobre
el crecimiento de Escherichia coli K12 del apartado 1.1.3, el incremento de A
que se asocié al descenso de temperatura fue notable en todo el intervalo
ensayado (37-15 °C), mientras que el descenso de i, solo se aprecid a 15 °C.
Por tanto, para una misma concentracion de citral, disminuir la temperatura
increment6 el tiempo para adaptarse al entorno pero, tras ello, E. coli K12
crecid siempre como si lo hiciera en condiciones dptimas (37 °C), salvo que la

temperatura de incubacion fuera igual o inferior a 15 °C.

Con independencia de la temperatura, al aumentar la concentracion de citral se
observo un incremento de 1. A 37 °C, la adiciéon de 0,275 pL/mL de citral
supuso que A se multiplicara por 7,07. A 15 °C, en presencia de citral
(1,5 pL/mL), A alcanzé un valor maximo de 49,52 + 3,31 h. Por tanto, si se
rompiera la cadena de frio la adicidn citral podria suponer que el crecimiento de
E. coli O157:H7 (y posiblemente el de otros serotipos patdgenos pertenecientes
al serogrupo 0103, de acuerdo con lo dicho en el apartado 1.2.3), empezara tras
2 d en lugar de tras 18 h de almacenamiento en esas condiciones (15 °C). De
este modo, la adicion de citral podria ser una medida adicional para el control
del crecimiento de serotipos patogenos de E. coli, suponiendo un tiempo extra

de latencia en caso de rotura de la cadena de frio. Este tiempo es crucial porque
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podria suponer que ciertas poblaciones no rebasaran niveles seguros y, en

cualquier caso, que se retrase la etapa de crecimiento activo.

Efecto de la temperatura y de la concentracion de citral sobre el crecimiento
de Listeria innocua

De acuerdo con los resultados obtenidos para L. innocua (Tablas 1.9 y 1.10) se
observdé que una disminucion de la temperatura generalmente produjo un
aumento de A y una reduccion de Mma, de acuerdo con lo dicho en el
subapartado Efecto de la temperatura y de la concentracion de carvacrol sobre
el crecimiento de Listeria innocua del apartado 1.1.3. El valor de A obtenido a
37 °C en ausencia de citral fue 1,54 + 0,08 h. Eso implica que, bajo condiciones
Optimas, L. innocua necesitd 1 h 'y 30 min para adaptarse al ambiente e iniciar el
crecimiento exponencial. La incubacion a 30, 15 y 8 °C multiplic6 este valor
por 1,60; 9,55 y 30,51, respectivamente (1,54 + 0,08 frente a 2,46 + 0,16; 14,71
+ 2,10 y 46,99 + 7,47 h). Ademas, la pns alcanzada a 30, 15y 8 °C fue
aproximadamente 1,3; 10,5 y 34 veces menor, respectivamente, que la pmax
alcanzada a 37 °C (0,611 + 0,015; 0,078 + 0,015 y 0,024 + 0,004 frente a 0,821
+ 0,093 (log ufc/mL)/h).

Por otro lado, a 8 °C se observo que A aument6 al aumentar la concentracion de
citral, alcanzandose un valor maximo de 111,87 + 4,93 h en presencia de
0,500 pL/mL de citral. Este valor es 2,38 veces mayor que el valor obtenido a
esa misma temperatura, en ausencia de antimicrobiano (46,99 = 7,47 h). A
temperaturas més altas (37, 30 y 15 °C), un incremento en la concentracion de
citral supuso no sélo un incremento de /, sino también un descenso de pms. De
este modo, la aplicacion de dosis no inhibitorias de citral podria ser una opcion
eficaz para controlar temporalmente el crecimiento de L. monocytogenes en
alimentos minimamente procesados, si se produce un fallo en la cadena de frio o

si los alimentos no se almacenan de forma correcta, con la ventaja de que estas
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concentraciones transfieran menos olor y sabor al alimento que la CMI, y por lo

tanto, con la ventaja de que sean mas facilmente asimilables por el consumidor.

1.2.4 Conclusion
De acuerdo con los resultados obtenidos, en presencia de 0,3 y 0,5 uL/mL de
citral puede inhibirse el crecimiento visible de E. coli K12 y L. innocua en
alimentos mantenidos a 15 °C (temperatura que puede darse si se produce un
fallo en la cadena de frio o si los alimentos se almacenan de forma inadecuada).
En esas condiciones (15 °C), dosis mas bajas de citral podrian modificar la
pauta de crecimiento bacteriano, (i) incrementando el tiempo de latencia (como
se observo tanto para E. coli K12 como para L. innocua), y (ii) reduciendo la
tasa de crecimiento maxima (como se observo para L. innocua, sobre todo a

temperaturas bajas).

Aunque se necesitan mas estudios para evaluar el efecto del citral sobre el
crecimiento bacteriano en alimentos y su impacto sobre aspectos relacionados
con la calidad sensorial de éstos, los resultados obtenidos apuntan a que podria
llegar a emplearse como medida adicional de control del crecimiento en
concentraciones sub-CMI, mas adecuadas para la obtencion de productos
minimamente procesados, microbiolégicamente seguros y sensorialmente

aceptables.
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Cuantificacion del efecto antimicrobiano de
alimentos de origen vegetal en medio de
referencia

2.1 Evaluacion de la actividad antimicrobiana del asai

2.1.1 Introduccion
La palmera de asai, palma murraco, palma manaca o palma de la col (Figura
2.1), es una especie vegetal monoica, de hojas pinnadas, que abunda en las
regiones tropicales del norte de Sudamérica; mas concretamente, en Brasil,
Guayana Francesa, Trinidad y Tobago, Surinam, Venezuela, Colombia y Peru.
En esos paises, el asai es un alimento esencial, que se aprovecha también para el
tratamiento de ciertas patologias, desde tiempos precolombinos (Alonso, 2012).

Sin embargo, en otras zonas del planeta el consumo de asai es reciente.

En los ultimos afios, la distribucidon y venta de productos de asai o con asai ha
aumentado notablemente en EE. UU., Europa, China y Japon, siendo Brasil el
principal productor y exportador de bebidas a base de pulpa (Alonso, 2012).
Este creciente interés surge, en parte, a la luz de estudios que demuestran que la
ingesta de asai podria tener efectos beneficiosos sobre la salud de quienes lo
consumen (Pozo-Insfran ef al., 2006; Schauss et al., 2006a; Mertens-Talcott et
al., 2008; Sun et al., 2010; Horiguchi et al., 2011; Udani et al., 2011; Feio et
al.,2012; Moura et al., 2012; Bonomo et al., 2014).

Tales efectos se deben a que esta drupa purpura de no mas de 2 cm de diametro
(Figura 2.1) contiene tanta fibra como la harina de trigo integral o el afrecho de
arroz, una buena cantidad de 4cidos grasos cardiosaludables (Schauss et al.,
2006b; Neida y Elba, 2007) y flavonoides, lignanos u otros compuestos
fenolicos (Pozo-Insfran et al., 2006; Schauss et al., 2006b; Chin et al., 2008),
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gue le otorgan un elevado poder antioxidante. Concretamente, la TAC del asai
liofilizado (1027 umol ET/g) (Schauss et al., 2006a) supera a la de cualquier
alimento vegetal (Wu et al., 2004). Por consiguiente, el asai se considera una

superfruta, que ademas parece tener propiedades bacteriostaticas y bactericidas.

R

Figura 2.1 Asai: Palma (a), racimos (b) y fruto (c)®.

Hasta la fecha, la actividad antimicrobiana del asai ha sido poco estudiada (Lian
et al., 2012; Melhoranca Filho y Pereira, 2012; Bonomo et al., 2014). Sin
embargo, se ha atribuido a los compuestos fendlicos que contiene (Lian et al.,
2012); hecho que concuerda con estudios llevados a cabo con extractos de otras
frutas tropicales, cuya actividad antimicrobiana se relaciona, en concreto, con la
presencia de polifenoles (Kabuki et al., 2000; Esquenazi et al., 2002; Machado
et al., 2002).

La actividad antimicrobiana de los compuestos fenélicos se debe, en parte, a su
capacidad para alterar la estructura de la membrana plasmética y unirse a
enzimas de membrana, dificultando la retencion de compuestos intracelulares,

la generacion de energia y la toma de nutrientes (reducida no sélo por su accién

3 Imagenes modificadas de:
a) Scott.zona (2010) https://www.flickr.com/photos/scottzona/4682465701/
b) Forest Starr and Kim Starr (2011) https://www.flickr.com/photos/forest-and-kim/5590899917/
¢) Seema Krishnakumar (2010) https://www.flickr.com/photos/kkseema/5376237475/

(Gltimo acceso el 03/09/2016)
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a nivel de membrana, sino también por su facilidad para complejarse con todo

tipo de nutrientes) (Cowan, 1999; Daglia, 2012).

En cualquier caso, teniendo en cuenta que el consumidor demanda productos
nuevos, funcionales y seguros en ausencia de aditivos sintéticos, desde un punto
de vista practico resulta interesante evaluar en profundidad la capacidad
antimicrobiana del asai o de productos derivados, para poder valorar su

potencial como conservantes antimicrobianos de origen natural.

En consecuencia, se cuantificod y modelizo el efecto antimicrobiano de distintas
concentraciones de asai sobre el crecimiento y la inactivacion de L. innocua
como sustituto de L. monocytogenes (Char et al., 2010; Jadhav et al., 2013;
Belda-Galbis et al., 2014), en medio de referencia, a 37,22 y 10 °C.

2.1.2 Material y métodos

Preparacion del cultivo microbiano
A partir de un cultivo puro liofilizado de la CECT, se obtuvieron 50 viales con
L. innocua CECT 910, siguiendo el procedimiento descrito en el subapartado

Microorganismos del aparatado 1.1.2, con algunas modificaciones.

Brevemente, el liofilo se rehidraté con 10 mL de TSB (Scharlab SL, Barcelona,
Espaiia). Tras 30 min, 5 mL de la suspension se dispusieron en 100 mL de TSB.
La mezcla obtenida se mantuvo 6 h, a 37 °C, en agitacion continua de vaivén
(70 rev/min). Posteriormente, 50 mL se transfirieron a 500 mL de TSB. Para
obtener células en fase estacionaria, la nueva mezcla se mantuvo a 37 °C, en
agitacion continua de vaivén (70 rev/min), durante 21 h. Pasado ese tiempo, el
cultivo celular se centrifugd 2 veces a 3836 xg, durante 15 min, a 4 °C. Tras
cada una de las dos etapas de centrifugacion, el sedimento se resuspendid en
100 y 50 mL de TSB, respectivamente. El volumen final obtenido (50 mL) se

dispenso6 en viales de 2 mL, incorporando 1 mL de cultivo celular y 1 mL de
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glicerol (Scharlab SL, Barcelona, Espafia) al 20 % (v:v) en TSB. Por ultimo, los

viales se almacenaron a —80 °C.

Ademas, siguiendo el protocolo descrito en el subapartado Microorganismos
del aparatado 1.1.2, se determind la concentracion celular promedio de los
crioviales, partiendo de 3 muestras descongeladas a temperatura ambiente.
Brevemente, las alicuotas se diluyeron en agua de peptona tamponada al 0,1 %
(p:v) (Scharlab SL, Barcelona, Espaiia) y las diluciones se sembraron en TSA
(Scharlab SL, Barcelona, Espafia). El recuento de viables se llevo a cabo tras
48 h de incubacion, a 37 °C. El valor promedio obtenido teniendo en cuenta el
factor de dilucion requerido para un recuento fiable (Sutton, 2011) fue de: 9,51

x 10° + 1,52 x 10’ ufc/mL.

Procedimiento experimental

Como la composicion del asai (E. oleracea Mart.) depende del estado de
maduracion del fruto (Neida y Elba, 2007; Gordon et al., 2012), se optd por
trabajar con un extracto de bayas estandarizado, con 10 g de polifenoles por
cada 100 g de producto comercial en polvo (Nature’s Way Products Inc., Utah,
EE. UU.).

Para evaluar el potencial antimicrobiano del asai se obtuvieron curvas de
crecimiento e inactivacion, en ausencia y en presencia de extracto. En primer
lugar se evalud el efecto de un amplio intervalo de concentraciones (0,2-1 %,
p:v), a 37 °C, con un doble objetivo: (i) determinar el valor de la CMI, en cuya
presencia no hay proliferacion durante un tiempo de incubacion definido y, en
base a éste, (ii) fijar el intervalo disponible de concentraciones no inhibitorias

capaces de modificar el crecimiento de L. innocua en condiciones dptimas.

Ademas, una vez definido el intervalo de concentraciones sub-CMI, se evaluo el

efecto de 3 concentraciones no inhibitorias (0,3; 0,5 y 0,7 %, p:v),a 22y 10 °C.
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En cualquier caso, para la obtencidn de las curvas se prepararon frascos de TSB
con distintas concentraciones de asai. Todos se inocularon con ~ 1 x 10° ufc/mL
y se mantuvieron a 37, 22 0 10 °C. Cada 60 min, 2 alicuotas de cada frasco se
diluyeron en agua de peptona tamponada al 0,1 % (p:v) y se sembraron por
duplicado en TSA. Con los recuentos obtenidos tras 48 h de incubacion, a
37 °C, las curvas de crecimiento e inactivacion se construyeron representando el

logaritmo de la concentracion celular (ufc/mL) en funcion del tiempo (h).

Para garantizar la reproducibilidad de los resultados, cada experiencia se repitid
al menos 3 veces, siendo 2 el nimero de réplicas por repeticion y 4 el nimero
de placas sembradas a partir de cada dilucion. La variabilidad de los recuentos
obtenidos se evalud en base al CV de las 4 placas sembradas por punto y réplica
(Ecuacion 1.2), de acuerdo con lo dicho en el subapartado Procedimiento

experimental del apartado 1.1.2.

Modelizacion del crecimiento y determinacion de parametros cinéticos

Las curvas de crecimiento obtenidas a 37, 22 y 10 °C se ajustaron a la ecuacion
modificada de Gompertz (Ecuacion 1.2), para caracterizar el crecimiento de
L. innocua en funcién de la temperatura y de la concentracion de asai, segun el
valor de los pardmetros 4 (h) y umax ((log ufc/mL)/h) (Ecuaciones 1.3 y 1.4).
Para ello se siguid el protocolo descrito en el subapartado Modelizacion del
crecimiento y determinacién de pardmetros cinéticos del apartado 1.1.2. De
acuerdo con éste protocolo, la bondad de los ajustes se evalu6 mediante el r?

corregido y el MSE asociado a cada uno (Ecuaciones 1.4 e 1.5).
2.1.3 Resultados y discusion

Determinacién del potencial antimicrobiano del asai a temperatura dptima de
crecimiento
La actividad antimicrobiana del asai frente a L. innocua en TSB se relacion6

con la concentracion de extracto presente en el caldo de cultivo. Para ello,
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primero se determind la CMI y el intervalo de concentraciones no inhibitorias,
capaces de modificar el crecimiento del microorganismo estudiado, en medio de

referencia, a 37 °C, y, por lo tanto, bajo condiciones de crecimiento 6ptimas.

En total se evaluaron 6 concentraciones de asai (0,2; 0,3; 0,5; 0,7; 0,8 y 1 %,

p:v). Las curvas de crecimiento e inactivacion obtenidas se presentan en la

Figura 2.2.
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Figura 2.2 Crecimiento e inactivacion de Listeria innocua en funcion de la
concentracion de asai (0-1 %, p:v), a 37 °C. Las barras de error representan la

desviacion estandar de los promedios obtenidos.

En la Tabla 2.1 se muestran los valores de Ny N;y 4 obtenidos segin las
condiciones de ensayo. De acuerdo con estos datos, 1 % (p:v) resulto ser la CMI

de asai para L. innocua en TSB, a 37 °C.

Ademas, en presencia de un 1 % (p:v) de asai se observo la inactivacion de casi
3 ciclos logaritmicos tras 18 h de incubacion, y la no deteccion de viables tras
24 h de incubacion en presencia de dicha concentracion de asai (Tabla 2.1). De
este modo, se concluye que, bajo las condiciones de ensayo, la CMI coincidid

con la CMM.
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Tabla2.1 Concentracion celular de partida (,), concentraciéon celular
alcanzada en fase estacionaria (V) y duracion del tiempo de latencia (1) para

Listeria innocua, a 37 °C, en funcién de la concentracion de asai.

Asai (%, p:v) Ny (log ufc/mL) Ny (log ufc/mL) A (h)

0 5,62 + 0,06 9,38 + 0,04 0,83 + 0,08
0,2 5,65+ 0,05 9,13 £0,01° 1,20+ 0,04
0,3 5,64 +0,02 9,26 +0,11° 234+024
0,5 5,57+ 0,06 9,16 + 0,04 535+ 0,68
0,7 5,54 +0,01 9,22 + 0,04 12,35 +0,23
0,8 5,54 +0,01 9.24 + 0,03 11,20+ 0,17

1 5,61 +0,06 2,78 +0,06° CMI y CMM

2 Valor obtenido tras 24 h de incubacién; b Valor obtenido tras 18 h de incubacion.

CMI: concentracion minima inhibitoria;, CMM: concentracion minima microbicida.

Considerando que el producto de asai estudiado contiene 10 g de polifenoles por
cada 100 g de extracto de bayas (subapartado Procedimiento experimental del
apartado 2.1.2) y que los compuestos fenolicos podrian ser responsables de su
actividad antimicrobiana (apartado 2.1.1), en base a la CMI obtenida (1%, p:v)
se determin6 que 0,1 % (p:v) fue la CMI de polifenoles procedentes del extracto
de asai estudiado, frente a L. innocua, en TSB, a 37 °C. Este valor esta un poco
por debajo del intervalo establecido por otros investigadores (0,16-0,26 %, p:v)
al estudiar la capacidad antimicrobiana de acidos fenolicos aislados, como el
acido cafeico y el felurico, frente a L. monocytogenes, en TSB, a 30 °C (Wen et

al., 2003).

En este sentido, hay estudios que demuestran que el asai contiene flavonoides y
lignanos, ademas de 4cidos fenolicos, entre ellos: protocatéquico, vanillico,
siringico, p-hidroxibenzoico, galico, felurico, cafeico, clorogénico, p-cumarico
y elagico (Pozo-Insfran et al., 2006; Pacheco-Palencia et al., 2008; Rojano et
al., 2011). Todos ellos en conjunto podrian ser responsables del potencial

antimicrobiano del extracto estudiado.
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Por otro lado, a dosis por debajo de la CMI (< 1 %, p:v) se observo que el
crecimiento de L. innocua en TSB dependio de la concentracion de asai. En

términos generales, a mayor concentracion de asai, mayor A.

La influencia de la concentracion de antimicrobiano sobre el parametro cinético
A también ha sido observada por otros investigadores al evaluar el efecto
antimicrobiano de otros productos vegetales (Ferrer et al., 2009; Pina-Pérez et

al., 2012).

Evaluacion del potencial antimicrobiano del asai en concentraciones no
inhibitorias

El potencial antimicrobiano del asai a 3 dosis no inhibitorias equidistantes (0,3;
0,5 y 0,7 %, p:v) se cuantifico y modelizdo a distintas temperaturas de
incubacion. En concreto, a temperatura Optima de crecimiento (37 °C), a
temperatura ambiente (22 °C) y a temperatura de ligero abuso en refrigeracion
(10 °C), teniendo en cuenta que muchos frigorificos operan como minimo a
9 °C (Sergelidis et al., 1997; Laguerre et al., 2002; Carrasco et al., 2007),
superando, por tanto, el valor recomendado para evitar la proliferacion de
microorganismos alterantes y patogenos en alimentos minimamente procesados
(4 °C) (Garrido et al., 2010), de acuerdo con lo dicho en el subapartado Efecto
de la temperatura y de la concentracion de carvacrol sobre el crecimiento de

Escherichia coli K72 del apartado 1.1.3.

Con este objetivo, las curvas de crecimiento obtenidas en presencia y ausencia
de dosis no inhibitorias de asai, a 37, 22 y 10 °C (Figura 2.3) se ajustaron a la
ecuacién modificada de Gompertz, con un »* corregido minimo de 0,9810 y un

MSE maximo de 0,0364.

Adicionalmente, se calcularon los valores de A4 y w4 asociados a cada curva.
Los promedios obtenidos para estos parametros, en las condiciones de ensayo,

se muestran en la Tabla 2.2.
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10 - 0 A0,3 ®m0,5 ©0,7
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log ufc/mL

log ufc/mL

Figura 2.3 Crecimiento de Listeria innocua a 37,22 y 10 °C, en funcion de la
concentracion de asai (0-0,7 %, p:v). Las barras de error representan la
desviacion estandar de los promedios obtenidos. Las lineas representan los

valores predichos por la ecuacion modificada de Gompertz.

83



Capitulo 2

Tabla2.2 Duracion del tiempo de latencia (1) y velocidad de crecimiento

maxima (u,,;.) en funcion de la concentracion de asai, a 37, 22 y 10 °C.

Asai A(h) Hmar ((log ufc/mL)/h)
(%, p:v) 37°C 22 °C 10 °C 37°C 22 °C 10 °C
p
0 0,82+0,07 2,12+0,59 8,12+137 0,65+0,03 0,30+0,00 0,11+0,01

0,03 235+022 6,01+081 1686+3,34 0,51+0,03 024+0,03 0,18+0,03
0,05 535+0,71 10,57+021 30,38+0,76 0,53+0,03 0,25+0,03 0,11 0,03
0,07 12,32+£026 13,99+297 31,01+£224 0,47+0,03 0,30+0,03 0,14+0,03

Independientemente de la concentracion de asai, un descenso de temperatura
siempre conllevd un aumento de 4 y un descenso de 4. Esto también ha sido
observado por otros autores al evaluar el efecto de la temperatura sobre el
crecimiento bacteriano (Gospavic et al., 2008; Pina-Pérez et al., 2012). En vista
de los resultados obtenidos, pasar de 37 a 10 °C supuso que 4 se multiplicara 10

y que U, S€ dividiera por 6, en ausencia de asai.

Con independencia de la temperatura, la adicién de asai a las concentraciones
consideradas (0,3-0,7 %, p:v) produjo cambios en A, pero no en u,u. Bajo
condiciones isotérmicas, en presencia de asai parece que la fase de latencia se
alargd mientras que la velocidad de crecimiento se mantuvo constante. En este
sentido, la incubacion en presencia de un 0,7 % (p:v) de asai multiplicd A por
15,7y 4,a 37,22y 10 °C, respectivamente. Por tanto, la adiciéon de dosis no
inhibitorias de asai podria llegar a ser una medida adicional para controlar el
crecimiento de L. monocytogenes en alimentos, aumentando el tiempo de
consumo sin riesgo, aunque se rompa la cadena de frio (siempre que la carga
microbiana del producto sea inferior a la dosis infectiva y que no se produzcan

contaminaciones que hagan que se supere dicho limite).

La relacion existente entre el logaritmo neperiano de 4 y la concentracion de
asai, para cada una de las temperaturas ensayadas, se observa en la Figura 2.4.

Entre ambas variables se establecio una relacion lineal con un » minimo de
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0,9641. El valor de la pendiente de las rectas demuestra que el efecto de la
variacion de la concentracion de asai sobre A es mayor a temperaturas elevadas,
de modo que el asai resultdé mas efectivo a 37 que a 22 y 10 °C. Quizas la
temperatura modifica el potencial antimicrobiano del asai, aunque también es
posible que L. innocua sea mas sensible a cambios de concentracion cuando se
incuba a 37 °C. De acuerdo con lo dicho para carvacrol y citral (apartados 1.1.3
y 1.2.3), cuando las bacterias crecen a bajas temperaturas modifican la
composicion de sus membranas para incrementar la tolerancia al frio; estos
cambios pueden incrementar también su resistencia al asai, madxime teniendo en
cuenta (i) que la adaptacion a un determinado estrés puede generar resistencia a
otros (Wesche et al., 2009) y (ii) que los compuestos fendlicos actiian a nivel de

membrana (Cowan, 1999; Daglia, 2012).

m10°C
22°C
®37°C

In A10 = 2,054 X asa/+ 2,166 (r=0,9641)
InA:>=2,767 X asai+ 0,839 (r=0,9843)
In A37 = 3,871 X asa/— 0,243 (r= 0,9988)

InZ

r 0,2 0,4 0,6 0.8
1

asai (%, p:v)
Figura 2.4 Relacion entre la duracion del tiempo de latencia (1) y la

concentracion de asai (asar) a las temperaturas ensayadas. Las barras de error

representan la desviacion estandar de los promedios obtenidos.

2.1.4 Conclusion
Los resultados obtenidos demuestran que a temperatura dptima de crecimiento
(37 °C) el extracto de asai estudiado puede controlar o inhibir el crecimiento de

L. innocua, en funcion de la concentracion. En este caso, 1 % (p:v) resulto ser la
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CMI y la CMM, no detectandose células viables tras 24 h de incubacion. A
dosis por debajo de la CMI, ademas, el asai resultd capaz de ralentizar el
crecimiento bacteriano, prolongando la fase de latencia, hasta alcanzar un valor

maximo de 31,01 = 2,24 h en presencia de un 0,7 % (p:v) de asai, a 10 °C.

Por consiguiente, el asai podria incluirse en la formulacion de alimentos no sélo
dadas sus propiedades nutricionales y funcionales, sino también su potencial
conservante, ya que puede ser una medida de control adicional, capaz de
garantizar seguridad microbioldgica durante un cierto tiempo, incluso, en caso
de rotura de la cadena de frio o de ligero abuso en la temperatura de

refrigeracion.

2.2 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de la estevia

2.2.1 Introduccion
La estevia (Figura 2.5), también conocida como hoja dulce del Paraguay, hoja
de miel, hoja de caramelo y hierba dulce (Carakostas et al., 2008; Rodriguez y
Loépez, 2013), es un arbusto nativo del nordeste paraguayo, cuyas hojas han sido
tradicionalmente empleadas por los indios guaranies para endulzar bebidas y
preparados medicinales (Goyal ef al., 2010). Su poder edulcorante se atribuye a
diterpenos tetraciclicos, que reciben el nombre de esteviol glicosidos y que se
forman por glicosilacion diferencial del esteviol (Figura 2.5) (Brandle y Telmer,
2007). Asimismo, los esteviol glicosidos tienen actividad antimicrobiana,
antihiperglicémica, antihipertensiva, antiinflamatoria, antidiarreica, diurética,
natriurética, inmunomoduladora y antitumoral (Chatsudthipong y Muanprasat,
2009; Gupta et al., 2013), siendo muy utiles para el tratamiento de patologias
como la diabetes o la hipertension (Chan et al., 2000; Jeppesen et al., 2000).
Entre ellos destacan el esteviosido y el rebaudidsido A (Figura 2.5), que son,
respectivamente, hasta 300 y 450 veces mas dulces que la sacarosa (Crammer e

Ikan, 1986). En cualquier caso, todos convierten a la estevia en fuente de
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edulcorantes hipocaloricos (Savita et al., 2004), que pueden sustituir todo o
parte del azicar afiadido a los alimentos, sin modificar su aspecto y propiedades
fisicas (Yadav y Guleria, 2012). Por eso, desde hace unos afios se ha disparado
la produccion y venta de productos de estevia o con estevia, tras demostrarse
que su consumo es seguro, con una ingesta diaria admisible de 4 mg/kg,
expresada en equivalentes de esteviol, de acuerdo con el Comité Mixto de
Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA, por sus siglas en inglés) (JECFA,
2009), constituido por miembros de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) y de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la

Alimentacion (FAO, por sus siglas en inglés).

0-R,

CH,

Q
o) :

R, R,
Esteviol H H
Esteviosido B-glucosa B-glucosa — B-glucosa 2—1)
H,C /C\ Rebaudiésido A p-glucosa  p-glucosa — B-glucosa (2—1)
(0] 0-R; B—glulcosa (3B-1)

Figura 2.5 Estructura quimica del esteviol, el estevidsido y el rebaudidsido A

que se acumulan en las hojas de estevia (Basado en: Walters, 2013).

En Asia y Sudamérica existen bebidas, conservas vegetales, productos del mar y
dulces con estevia (Koyama et al., 2003). Por otro lado, en EE. UU. esta
permitida la ingesta de extractos de estevia como suplementos dietéticos
(Koyama et al., 2003); ademas, el rebaudiosido A y mezclas de esteviol
glicosidos muy puras son considerados aditivos alimentarios GRAS (Kraska et
al., 2012). En la UE el uso de esteviol glicésidos como aditivos alimentarios

estd permitido desde el afio 2011 (Comision Europea, 2011), después de que la
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EFSA (2010) emitiera una opinion positiva con respecto a su seguridad. Gracias
a ello, actualmente en Espafia pueden adquirirse bebidas y chocolates con

estevia, preparaciones edulcorantes y hojas secas para infusion.

Otro aspecto interesante de la estevia es su potencial antimicrobiano. La
actividad antimicrobiana de algunos extractos se ha determinado mediante
discos impregnados que generan halos de inhibicion del crecimiento en placa
(Sivaram y Mukundan, 2003; Tadhani y Subhash, 2006; Debnath, 2008; Ghosh
et al., 2008; Jayaraman et al., 2008; Seema, 2010; Muanda et al., 2011). Pese a
que esta informacion es util, no sirve para desarrollar modelos predictivos que
permitan establecer qué concentraciones por debajo de la CMI son las mas
adecuadas, para garantizar estabilidad y seguridad microbioldgica durante la
vida util de los alimentos minimamente procesados; para ello serian necesarios

estudios cinéticos que determinen el beneficio real asociado al uso de la estevia.

En consecuencia, se cuantifico y modelizo el efecto antimicrobiano de varios

productos de estevia frente a L. innocua, a 37,22 y 10 °C.

2.2.2 Material y métodos

Preparacion del cultivo microbiano

A partir de un lidfilo proporcionado por la CECT, se obtuvo un conjunto de
viales conteniendo L. innocua CECT 910, siguiéndose el protocolo descrito en
el subapartado Preparacion del cultivo microbiano del apartado 2.1.2. La
concentracion celular promedio establecida para los viales fue de: 6,50 x 10° +

7,97 x 10% ufc/mL.

Procedimiento experimental
Para evaluar el potencial antimicrobiano de distintos productos de estevia

(S. rebaudiana Bertoni), primero se construyeron curvas de crecimiento a

88



Capitulo 2

37 °C, en TSB con y sin estevia, siguiendo el procedimiento descrito en el

subapartado Procedimiento experimental del apartado 2.1.2.
Los productos ensayados fueron los siguientes:

(i) una infusion de hojas secas (Anagalide SA, Huesca, Espafia); (ii) un extracto
crudo, con al menos 20 g de esteviol glicosidos por cada 100 g de producto
(Glycostevia-EP, Anagélide SA, Huesca, Espafia), y (iii) un extracto purificado
de esteviol glicésidos, con una pureza minima del 95 %, conteniendo al menos
un 80 % (p:p) de rebaudidsido A (Glycostevia-95, Anagélide SA, Huesca,
Espafa).

Una vez evaluado el efecto de cada producto, se evalué el potencial de distintas

concentraciones del mas efectivo, a 37, 22 y 10 °C.

En cualquier caso, para valorar el efecto de la infusion se obtuvo una disolucién
concentrada al 8,33 % (p:v), empleando agua embotellada. En concreto, 500 mL
de agua hirviendo se mezclaron con 41,65 g de hoja y la mezcla se dej6 en
reposo durante 30 min. Pasado ese tiempo, la infusion se filtrd, empleando un
matraz Kitasato, un embudo Blichner, una bomba de vacio y papel de filtro
Whatman n°. 1 (Whatman International Ltd, Kent, Reino Unido). La infusion

filtrada se dividio en porciones y se congel6 a —40 °C, hasta su uso.

Modelizacion del crecimiento y determinacion de parametros cinéticos

De acuerdo con el procedimiento descrito en el subapartado Modelizacion del
crecimiento y determinacion de parametros cinéticos del apartado 1.1.2, las
curvas de crecimiento obtenidas en presencia y ausencia de estevia se ajustaron

a la ecuacién modificada de Gompertz (Ecuacion 1.2).

Ademas, se determino el valor de los parametros A (h) y umsx ((log ufc/mL)/h),
en funcién de la temperatura y de la concentracién de estevia, segin las

Ecuaciones 1.3y 1.4.
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2.2.3 Resultados y discusion

Estudio del potencial antimicrobiano de distintos productos de estevia

El efecto de distintos productos de estevia sobre el crecimiento de L. innocua se
evalud a partir de las curvas obtenidas a temperatura Optima de crecimiento
(37 °C), en presencia de una infusion de hojas secas (2,5 %, p:v), un extracto
crudo (1 %, p:v) y un extracto purificado (1 %, p:v) rico en rebaudiésido A. La
concentracion ensayada de cada producto se establecid considerando la
limitacion que supone su capacidad endulzante desde un punto de vista

sensorial (Savita et al., 2004).

De acuerdo con la Figura 2.6, tanto el extracto crudo como la infusidén
aumentaron A, disminuyeron u,,, y redujeron la concentracion celular tras 5 h
de incubacion, a 37 °C. En la Tabla 2.3 se muestran los resultados obtenidos,

con un 7 corregido minimo de 0,9873 y un MSE maximo de 0,0150.

10 - Control AEP BEC © Infusion

log ufc/mL

15 20 25 30

h

Figura 2.6 Crecimiento de Listeria innocua a 37 °C, en presencia de distintos
productos de estevia: un extracto purificado (EP; 1 % p:v), un extracto crudo
(EC; 1 %, p:v) y una infusion de hojas secas (2,5 %, p:v). Las barras de error
representan la desviacion estdndar de los promedios obtenidos. Las lineas

representan los valores predichos por la ecuacion modificada de Gompertz.
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Tabla 2.3 Caracterizacion del crecimiento de Listeria innocua en presencia y
ausencia de distintos productos de estevia, a 37 °C, segin la concentracion
celular de las muestras tras 5 h de incubacion (Ns), la duracion del tiempo de

latencia (4) y la velocidad de crecimiento maxima (,u.y)-

Muestra N5 (log ufc/mL) A (h) Umar ((log ufc/mL)/h)
Control (sin estevia) 8,60 £0,15 0,99 £0,10 0,64 = 0,04
Extracto purificado 8,35+0,20 0,47 £0,06 0,58 £ 0,05
Extracto crudo 6,58 £0,03 2,58 +£0,12 0,31 +£0,04
Infusion de hojas 6,05 + 0,05 10,89 +0,28 0,25 +0,01

De acuerdo con el valor de los parametros A y i,,4., no hubo diferencias entre las
muestras control y las que contenian el extracto purificado. En presencia del
extracto crudo A fue igual a 2,58 + 0,12 h. Esa cifra es casi 3 veces mayor que la
obtenida en ausencia de estevia (0,99 £ 0,10 h). Sin embargo, con la infusion de
hojas se obtuvo un valor 4 igual a 10,89 + 0,28 h; este valor es 11 veces mayor
que el valor obtenido en ausencia de estevia. Ademas, en presencia del extracto
crudo y de la infusion de hojas, w4 se redujo a menos de la mitad (0,31 + 0,04

y 0,25 + 0,01 frente a 0,64 + 0,04 (log ufc/mL)/h).

La distinta capacidad antimicrobiana de los extractos de estevia estudiados
podria deberse a diferencias en composicion, como consecuencia del nivel de
procesado que han sufrido las hojas de estevia. La infusion, que es el producto
menos procesado, resultd ser el mas efectivo, seguido del extracto crudo.
Considerando, ademas, que el extracto purificado no modificé el crecimiento de
L. innocua, parece evidente que el proceso de purificacion puede conllevar la
degradacion de compuestos con actividad antimicrobiana. En este sentido, se
sabe que la capacidad antimicrobiana de los aceites esenciales de ciertas plantas
depende de la composicion del aceite, que a su vez depende de la planta, de las
condiciones ambientales que le rodean, del momento de cosecha, de la parte

empleada para la obtencion del aceite y del proceso de extraccion (Burt, 2004).
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Algo similar podria ocurrir con la actividad antimicrobiana de las hojas de

estevia y de los productos derivados.

Por otro lado, los esteviol glicdsidos podrian no estar relacionados con el
potencial antimicrobiano. El extracto purificado, sin actividad antimicrobiana
aparente, contiene mas de un 95 % (p:p) de éstos, mientras que el extracto
crudo, que fue menos activo que la infusion, contiene al menos un 20 % (p:p) de
esteviol glicosidos. Diversos estudios demuestran que en las hojas de estevia,
ademas de esteviol glicdsidos, hay diterpenos no glicosidicos, triterpenos,
alcoholes alifaticos y otros volatiles, compuestos fenolicos, esteroles y
alcaloides (Wolwer-Rieck, 2012), pertenecientes a familias de compuestos con
capacidad antimicrobiana. Distintos extractos de estevia ricos en compuestos
fenolicos pueden inhibir el crecimiento de hongos y bacterias (Muanda et al.,
2011). Ademas, muchos trabajos demuestran que terpenos y terpenoides
también son antimicrobianos (Cowan, 1999). Los aceites esenciales obtenidos a
partir de las hojas de estevia podrian ser antimicrobianos, precisamente, gracias
a que contiene terpenoides volatiles, como el carvacrol (Muanda et al., 2011),
cuya actividad frente a hongos y bacterias esta sobradamente contrastada (Ultee

et al., 1998; Chami et al., 2004; Belda-Galbis et al., 2014).

En cualquier caso, de acuerdo con los resultados obtenidos, el extracto crudo y
la infusion de estevia podrian llegar a emplearse como antimicrobianos
edulcorantes no nutritivos, capaces de retrasar y ralentizar la multiplicacion

bacteriana.

Efecto de la temperatura y de la concentracion de estevia sobre el crecimiento
microbiano

En base a los resultados obtenidos con distintos productos de estevia, a 37 °C,
se obtuvieron curvas de crecimiento para L. innocua, a 37,22 y 10 °C, en TSB

conteniendo 0; 0,5; 1,5 0 2,5 % (p:v) de estevia en infusion (Figura 2.7).
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10 - 0 A0S W15 @25

log ufc/mL

log ufc/mL

log ufc/mL

Figura 2.7 Crecimiento de Listeria innocua a 37, 22 y 10 °C, en funcion de la
concentracion de estevia (0-2,5 %, p:v). Las barras de error representan la
desviacion estandar de los promedios obtenidos. Las lineas representan los

valores predichos por la ecuacion modificada de Gompertz.
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En la Tabla 2.4 se muestran los valores de 4 y .4, obtenidos en funciéon de la
temperatura y de la concentracion de estevia, tras el ajuste de las curvas a la
ecuacion modificada de Gompertz, con un #° corregido minimo de 0,9648 y un

MSE maximo de 0,0555.

Tabla2.4 Duracion del tiempo de latencia (1) y velocidad de crecimiento
maxima (u,4) en presencia de distintas concentraciones de estevia en infusion,

237,22y 10 °C.

Estevia A(h) Hmar ((log ufc/mL)/h)

% (p:v) 37°C 22°C 10 °C 37°C 22°C 10 °C

0 0,98+0,18 293+0,63 10,78+564 0,63+0,04 033+001 0,13+0,04
05 1,50+0,12 3,65+0,63 11,30+1,68 0,59+0,03 0,30+0,02 0,10+0,02
1,5 384+1,03 567+0,89 12,02+0,96 0,42+0,09 0,32+0,01 0,12+0,02
2,5 943+028 819+0,58 1237+181 0,23+000 0,26+0,05 0,09+0,01

En ausencia de estevia, reducir la temperatura siempre conllevd un incremento
de A y un descenso de u,,;.. Teniendo en cuenta los valores obtenidos bajo esas
condiciones (sin estevia, a 37, 22 y 10 °C), la relacion de ambos parametros con

la temperatura (°C) fue la siguiente (» minimo = 0,9999; Ecuaciones 2.1 y 2.2):
A =—-0,228 X temperatura + 8,998 (Ecuacion 2.1)
Umarx = 0,017 X temperatura — 0,107 (Ecuacion 2.2)

En concreto, pasar de 37 a 10 °C en ausencia estevia supuso que A se
multiplicara por 11 y que u,, se dividiera por 4,84. En presencia de estevia,
con independencia de la concentracion, se observo la misma tendencia; es decir,

una mayor ralentizacion del crecimiento a menor temperatura.

Por otro lado, a 37 °C se detect6 una influencia notable de la concentracion de

estevia sobre el crecimiento. A esa temperatura, en presencia de un 2,5 % (p:v)
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de estevia aumentd el tiempo de latencia (4 se multiplico por 9,62) y disminuyo
la pendiente de la curva obtenida (u,q se dividio por 2,73) (Tabla 2.4). A
37 °C, en presencia y ausencia de estevia (a los porcentajes ensayados), la
relacion existente entre ambos parametros y la concentracion de estevia (%, p:v)

fue la siguiente (» minimo = 0,9593; Ecuaciones 2.3 y 2.4):
A = 3,019 X concentracién de estevia + 0,008 (Ecuacion 2.3)
Umsx = —0,150 X concentracién de estevia + 0,593 (Ecuacion 2.4)

A 22 y 10 °C, la adicion de estevia tuvo el mismo efecto que a 37 °C, aunque
las diferencias existentes entre los valores obtenidos con y sin estevia son
menos evidentes (sobre todo a 10 °C; Tabla 2.4). Esto indica que el potencial
antimicrobiano de la infusion decreci6é con la temperatura, tal y como ocurri6
con el carvacrol, el citral y el extracto de asai estudiado (apartados 1.1.3, 1.2.3 y
subapartado Evaluacion del potencial antimicrobiano del asai en dosis no
inhibitorias del apartado 2.1.3). De nuevo es posible que la temperatura
modifique la actividad del producto o la sensibilidad del microorganismo a la
exposicion. Aun asi, el uso de estevia para alargar la vida util de alimentos
minimamente procesados esta justificado porque podria retrasar y enlentecer el
crecimiento de L. monocytogenes si el almacenamiento es incorrecto u ocurre

un fallo en la cadena de frio.

Con los datos obtenidos se desarrollaron modelos de superficies de respuesta
para A y W (r minimo = 0,9534) que permiten predecir el valor de esos
parametros cuando cambia la temperatura o la concentracion de estevia y, por lo
tanto, optimizar la conservacion de alimentos cuando éstas son las estrategias
consideradas para garantizar la seguridad microbiologica durante su vida ttil

(Ecuaciones 2.5 y 2.6).

A=-20,932—-1,205XT+0,017xT?+ 0,086 XT XS (Ecuacion 2.5)
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max = —0,084 + 0,019 X T + 0,066 X S — 0,001 x T xS (Ecuacién 2.6)

En dichos modelos, 7 (°C) representa la temperatura y S (%, p:v), la

concentracion de hojas de estevia.

2.2.4 Conclusion
Los resultados obtenidos demuestran que el extracto crudo y la infusion de
estevia fueron capaces de prolongar el tiempo de latencia y reducir la velocidad
de crecimiento de L. innocua a 37 °C, siendo la infusion mas efectiva que el
extracto crudo, quizas por tratarse de un producto menos procesado. Ademas se
ha demostrado que la infusion puede ser efectiva a temperaturas por debajo de
la 6ptima; sobre todo, a temperatura ambiente (22 °C). De acuerdo con esto, en
presencia de un 2,5 % (p:v) de estevia en infusion, a 22 °C, A casi se triplico,

mientras que i, se dividié por 1,24.

Por tanto, parece evidente que deberia reconsiderarse el aprovechamiento de
productos obtenidos a partir de las hojas de estevia, dada su capacidad para
dificultar el crecimiento bacteriano, sobre todo si se produce una rotura en la

cadena de frio.
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Evaluacion del potencial antimicrobiano de
una infusion de hojas secas de estevia en
una matriz alimentaria

3.1  Introduccion
Consumir frutas y hortalizas es imprescindible para el buen funcionamiento del
organismo y previene la aparicion de enfermedades crénicas no transmisibles,
como la obesidad, la diabetes, la hipertension y ciertos tipos de cancer (CDC,
2011). Para ello, en el marco de una dieta sana y equilibrada, se aconseja ingerir
diariamente al menos 400 g netos de frutas y hortalizas frescas, sin contar los
tubérculos feculentos (OMS y FAO, 2003). Esta cantidad equivale a 5 piezas o
porciones listas para el consumo en fresco o cocinadas, de unos 80 g cada una

(Pomerleau et al., 2005).

En los paises desarrollados, para porcentajes considerables de la poblacion (en
ocasiones, por encima del 50 %) no se alcanza este minimo (CDC, 2011,
Tennant et al., 2014). Sin embargo, la sociedad es cada vez mas consciente de la
recomendacion y como resultado estd cambiando sus habitos alimentarios, de
acuerdo con un informe de los CDC y con un estudio realizado por Taylor
Nelson Sofres (TNS), para la Agencia de Normas Alimentarias (FSA, por sus
siglas en inglés) y la Oficina de Informacion Central (COI, por sus siglas en

inglés) del Reino Unido (TNS, 2007; CDC, 2011).

En los ultimos afios ha aumentado la produccion y venta de zumos enriquecidos
con leche u otras bebidas vegetales, en parte, porque permiten aprovechar los
beneficios asociados a la ingesta de frutas y hortalizas. No obstante, para que la
ingesta de zumos comerciales suponga una fracciéon de la recomendada para

frutas y hortalizas, éstos deben ser alimentos minimamente procesados. En este
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sentido, resulta esencial tanto la aplicacion de tecnologias de conservacion no
térmicas como el uso de conservantes de origen natural, que sean capaces de
garantizar estabilidad e inocuidad, sin apenas modificar las caracteristicas de los

zumos recién exprimidos.

En referencia al uso de conservantes de origen natural, para la produccion de
alimentos libres de aditivos debe optarse, sin duda, por formulaciones que

contengan alimentos con propiedades antimicrobianas.

En consecuencia, teniendo en cuenta los resultados obtenidos para asai y estevia
en medio de referencia (Capitulo 2), asi como la capacidad edulcorante de la
estevia y que nunca se ha valorado su potencial antimicrobiano en un alimento,
se formuld una bebida vegetal y se evalud el efecto de distintas concentraciones
de estevia (0,5-2,5 %, p:v), en forma de infusion, frente a L. monocytogenes, a
37 y 10 °C. Con este objetivo, se cuantificd y modeliz6 la inactivacién en
funcion de la concentracion de estevia y se cuantifico el dafio subletal en

presencia de un 2,5 % (p:v) de ésta.

3.2  Material y métodos

3.2.1 Preparacién del cultivo microbiano

De acuerdo con el procedimiento descrito para L. innocua en el subapartado
Preparacién del cultivo microbiano del apartado 2.1.2, se prepar6é un conjunto
de viales con L. monocytogenes CECT 4032 (7,17 x 10° + 1,01 x 10° ufc/mL),
en fase estacionaria. La cepa escogida fue originalmente asociada a un caso de

meningitis contraida por consumo de queso de pasta blanda.

3.2.2 Formulacion de la bebida

La composicion de la bebida empleada para evaluar el potencial antimicrobiano
de distintas concentraciones de estevia (S. rebaudiana Bertoni) se muestra en la
Tabla 3.1.
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Para la formulacion del alimento se tuvo en cuenta el interés que suscitan y la
buena aceptacion que tienen los zumos sin azlcares anadidos, enriquecidos con
leche o productos similares, elaborados a partir de cereales, vegetales o frutos

S€COS.

Tabla 3.1 Composicion de la bebida formulada.

Ingrediente % (Viv)
Zumo de mango (Mangifera indica L.) 10
Zumo de naranja (Citrus xsinensis (L.) Osbeck ‘Salustiana’) 7,5
Zumo de papaya (Papaya carica L.) 32,5
Batido de avena® (4vena sativa L.) 20
Infusion de hojas de estevia® (Stevia rebaudiana Bertoni) o agua embotellada 30

* Lactavena Bio, Santiveri SL, Barcelona, Esparia; bAnagdlide SA, Huesca, Esparia

La proporcion total de zumos se establecio considerando que en el mercado no
existen bebidas de este tipo con un 50 % (v:v) de zumos procedentes de fruta
fresca, mas parecido a ésta que cualquier néctar o zumo preparado a partir de
concentrados. Mango (Mangifera indica L.), naranja (C. xsinensis (L.) Osbeck
‘Salustiana’) y papaya (Papaya carica L.) se escogieron por ser ricas en
compuestos antioxidantes, que pueden ralentizar el deterioro bioquimico de la
bebida y que son beneficiosos para el consumidor, impidiendo la acumulacion
de radicales libres y el desarrollo de patologias asociadas al dafio oxidativo

(Gutiérrez et al., 2007).

El porcentaje exacto de cada zumo se fijé para un pH final superior a 4,6,
siendo éste un valor critico para la proliferacion de microorganismos en zumos

(Pilavtepe-Celik, 2013).

La mezcla de zumos se combinoé con un batido de avena (4vena sativa L.) para
formular una bebida rica en fibra, apta para intolerantes a la lactosa, sin

colesterol ni otras grasas de origen animal. En concreto, se escogid el batido de
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avena ecologica Lactavena Bio de la marca Santiveri SL (Barcelona, Espafia)
porque contenia solo avena y agua, y porque su porcentaje de avena era el mas

alto del mercado (14 %, p:v).

3.2.3 Obtencion de la bebida

Los zumos se prepararon por separado, usando exprimidores convencionales,
equipos de molienda (FitzMill, FitzPatrick, Chicago, EE. UU.), prensas
neumaticas, tela de lino, tamices (diametro: 297 um) y batidoras, que en
conjunto permitieron obtener una mezcla homogénea, aprovechando al maximo

las piezas fruta adquiridas.

Ademas, se preparo infusion de hojas secas de estevia (Anagalide SA, Huesca,
Espatia), al 8,33 % (p:v), de acuerdo con el protocolo descrito en el subapartado

Procedimiento experimental del apartado 2.2.2.

La mezcla de zumos, el batido de avena y la infusidn de estevia se dividieron en
porciones y se almacenaron, por separado, a —40 °C. Para cada ensayo, los
zumos y el batido se mezclaron y se esterilizaron en autoclave (121 °C, 20 min).
Bajo condiciones asépticas, la infusion se afiadio a la bebida tras esterilizase por
doble filtracion mediante filtros de jeringa estériles de 0,45 y 0,22 um (Minisart,
Sartorius SA, Madrid, Espana).

En las muestras sin estevia, la infusién se reemplazé por agua embotellada
esterilizada en autoclave (121 °C, 20 min), que también se utilizo para diluir la

infusion y obtener muestras de bebida con distintas concentraciones de estevia.

3.2.4 Estudio de la actividad antimicrobiana de la estevia en la bebida
formulada

Para evaluar el potencial antimicrobiano de la estevia en la bebida se obtuvieron
curvas de supervivencia a 37 y 10 °C, en presencia de distintas concentraciones

de estevia. Las concentraciones escogidas fueron las mismas que se emplearon
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para evaluar el potencial antimicrobiano de la infusion en medio de referencia
(0,5-2,5 %, p:v; subapartado Efecto de la temperatura y de la concentracion de

estevia sobre el crecimiento microbiano del apartado 2.2.3).

Los datos experimentales se obtuvieron por recuento de viables, durante un
periodo maximo de 1008 h (42 d), con una N, de 1 x 10’ ufc/mL. La dilucién de
las muestras se realizo en agua de peptona tamponada al 0,1 % (p:v) (Scharlab
SL, Barcelona, Espafia); la siembra, utilizando TSA (Scharlab SL, Barcelona,

Esparia), y el recuento de viables, tras mantener las placas a 37 °C, durante 48 h.

Cada curva se construyo a partir de 3 repeticiones, con 2 réplicas por repeticion
y 4 placas por punto. La variabilidad de los resultados se evalu6 en base al CV
(Ecuacion 1.2) asociado a las placas por punto, de acuerdo con lo dicho en el

subapartado Procedimiento experimental del apartado 1.1.2.

3.2.5 Ajuste de los resultados a un modelo
Las curvas de supervivencia obtenidas en presencia y ausencia de estevia, a 37 y
10 °C, se ajustaron a la distribucion de frecuencias de Weibull (Ecuacion 3.1)

(Peleg y Cole, 1998),
logS; = —b x t" (Ecuacion 3.1)

donde S; (adimensional) representa la fraccion de supervivientes a tiempo t (h);

b (1/h), el factor de escala, y n (adimensional), el factor de forma.

La distribucion de frecuencias de Weibull destaca por su simplicidad y robustez
para describir cinéticas de inactivacion lineales (n = 1), concavas (n < 1) y

convexas (n > 1) (Mafart et al., 2002).

Asimismo, cabe destacar que la expresion semilogaritmica escogida se ha
utilizado para describir la inactivacion microbiana (Buzrul et al., 2005; Ferrante

et al., 2007; Pina-Pérez et al., 2010; Ortufio et al., 2012), resultando mas
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conveniente que la expresion lineal para la descripcion de curvas no lineales

(Peleg y Cole, 1998), como las obtenidas.

Con ayuda del paquete estadistico Statgraphics Centurion XV.II, version 11
(Statpoint Technologies Inc., Virginia, EE. UU.), el ajuste de las curvas se
efectud por regresion no lineal, empleando el algoritmo de Marquadt para

minimizar la suma residual de cuadrados (Zwietering et al., 1990).

La bondad de los ajustes se evalué mediante el  corregido y el MSE asociado

a cada uno (Ecuaciones 1.4 e L.5).

3.2.6 Estudio del daiio subletal generado por la estevia a 37y 10 °C

Para evaluar el dafio provocado por la incubacion en presencia de un 2,5 %
(p:v) de estevia se siguio el protocolo descrito en el apartado 3.2.4, realizando la
siembra en medio selectivo; concretamente, en TSA con un 5 % (p:v) de cloruro
sodico (Scharlab SL, Barcelona, Espaiia) (Garcia et al., 2005; Somolinos ef al.,

2008; Muifioz-Cuevas et al., 2013) (Figura 3.1).

r\‘ Intactas @ Dafiadas <> Muertas

oo ) °
. ° 09,° °
Alicuota A 05 C [

0. .<>

® [ )
<>.o ° o S AT ..

00 o <: o0 o °
IK) )
© % Alicuota B o .
— Dilucién seriadade Ay B —

Muestra con o sin estevia Siembra en TSA

Figura 3.1 Protocolo para la obtencion de curvas de supervivencia evaluando
tanto la inactivacion como el dafio subletal en presencia de un 2,5 % (p:v) de

estevia.
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Puesto que las células danadas son incapaces de crecer en medios selectivos
(Wu, 2008; Wesche et al., 2009), el daiio (log ufc/mL) con el tiempo (h) se
cuantificd, en ausencia y en presencia de estevia, sabiendo (i) que dafadas e
intactas son células viables capaces de crecer en ausencia de sal, y (ii) que las
células intactas son viables no dafiadas capaces de crecer en presencia de ésta

(Ecuaciones 3.2-3.4).

viables = intactas + dafiadas = recuento SIN sal (Ecuacion 3.2)
intactas = recuento CON sal (Ecuacion 3.3)
dafiadas = viables — intactas (Ecuacion 3.4)

Ademas, se construyeron histogramas que muestran la evolucion de las células
muertas, dafadas e intactas, teniendo en cuenta que el nimero total de células
muertas (log ufc/mL) a tiempo 7 (h) es igual a la diferencia entre el recuento sin
sal a tiempo ¢ y el recuento sin sal a tiempo 0; o lo que es lo mismo, a la
diferencia entre recuento de viables a tiempo ¢ y el recuento de viables a tiempo

0 (Ecuacion 3.5).

muertas = viables — viables a tiempo 0 (Ecuacion 3.5)

3.3  Resultados y discusion

3.3.1 Actividad antimicrobiana de la estevia en la bebida formulada

Para evaluar el efecto de distintas concentraciones de estevia sobre la
inactivacion de L. monocytogenes en un alimento, se obtuvieron curvas de
supervivencia a 37 y 10 °C, en una bebida vegetal que contenia zumo de
mango, zumo de naranja, zumo de papaya, batido de avena y agua o infusion de
hojas de estevia a las siguientes concentraciones: 0,5; 1,5 y 2,5 % (p:v) (Figura

3.2).
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Figura 3.2 Curvas de supervivencia (S) para Listeria monocytogenes en
funcién de la temperatura y de la concentracion de estevia en la bebida
formulada (0-2,5 %, p:v). Las barras de error representan la desviacion estandar
de los promedios obtenidos. Las lineas representan los valores predichos por la

distribucion de frecuencias de Weibull.

Segun los resultados obtenidos, a 37 °C la concentracion de L. monocytogenes
en la bebida, con y sin estevia, se mantuvo constante (=~ 1 x 10° ufc/mL) durante
18 h. A partir de ese momento, la concentracion celular decrecid, lograndose la
inactivacion de 3,10 ciclos logaritmicos en la bebida sin estevia, y la no

deteccion de células viables en la bebida con un 2,5 % (p:v) de ésta, tras 45 h de
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incubacion (Figura 3.2). A 10 °C, la concentracion de L. monocytogenes en
ausencia de estevia permanecio constante durante cerca de 500 h (21 d),
disminuyendo en 1,94 ciclos logaritmicos, tras 984 h (41 d) de incubacion. En
este caso, la adicion de un 2,5 % (p:v) de estevia supuso que tras 120 h (5 d)
comenzara a disminuir la concentracion de L. monocytogenes en la bebida,
lograndose 2,93 reducciones logaritmicas tras 500 h (21 d) de incubacion

(Figura 3.2).

Las curvas obtenidas se ajustaron a la distribucion de frecuencias de Weibull,
con un #° corregido minimo de 0,9547 y un MSE méximo de 0,0645. En la

Tabla 3.2 se muestran los resultados obtenidos para los parametros b y n.

Tabla3.2 Valor de los parametros de la distribucion de frecuencias de

Weibull (b y 1) en funcion de la concentracion de estevia y de la temperatura.

Estevia b n
(%, p:v) 37°C 10 °C 37°C 10 °C
0 0,04+1,41x107° 0,001 £2,07 x 10°° 2,32+0,39  3,48£0,07
0,5 0,04+2,12 %107 0,001+ 1,64 x10° 2,84+0,16  2,11+0,19
1,5 0,04+2,83 x10° 0,001 £2,25 x10° 328+0,14  2,71+0,05
2,5 0,05+ 1,00 x 10°° 0,003 £5,39 x 10 2,59+0,12  2,48£0,49

Independientemente de la temperatura y de la concentracion de estevia, el valor
de n fue siempre superior a 1. La presencia de un hombro indica que la
inactivacion ocurre, o es evidente, tras un cierto tiempo, cuyo significado genera
cierta controversia (Xiong et al., 1999; Peleg, 2000). Algunos autores creen que
podria tratarse de un tiempo durante el cual las células acumulan dafios
irreparables, hasta alcanzar un nivel critico, pero también los hay que
consideran que éste solo es parte de la forma acumulativa de una distribucion de

eventos letales que ocurren con el tiempo (Xiong et al., 1999; Peleg, 2000).
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En cualquier caso, no se detectaron diferencias entre las muestras control y las
que contenian hasta un 1,5 % (p:v) de estevia, independientemente de la
temperatura. Sin embargo, si que se observaron diferencias entre el grupo
control y las muestras con un 2,5 % (p:v) de estevia. En presencia de este
porcentaje b se multiplicdé por 1,25 y 3 a 37 y 10 °C, respectivamente.
Considerando que b esta inversamente relacionado con el tiempo hasta que
ocurre la primera reduccién decimal y directamente relacionado con la
velocidad de inactivacion, de acuerdo con estos resultados, un 2,5 % (p:v) de
estevia aceler6 la inactivacion de L. monocytogenes en la bebida, reduciendo el
tiempo de latencia y aumentando la pendiente de la curva de inactivacion, sobre

todo a 10 °C.

Con independencia de la concentracion de estevia, se observo que disminuir la
temperatura, pasando de 37 a 10 °C, comportd una reduccidn de b, justificable

dada la ralentizacion general de los procesos biologicos a temperaturas bajas.

3.3.2 Daiio subletal generado por la estevia a 37y 10 °C
La exposicion a agentes o condiciones estresantes, sean de naturaleza fisica o
quimica, puede generar dafio subletal y la poblacion dafiada puede tener un

comportamiento diferente en comparacion con las células intactas.

En principio, las células dafiadas pueden ser mas sensibles que las intactas, y
esto facilitaria su inactivacion. No obstante, también es posible que el dafio
genere cambios que incrementen la resistencia del microorganismo al agente o
condicién que lo generd, e incluso a otros, manteniendo o incrementado la
virulencia de aquellos que son patdgenos (Leistner, 2000; Wu, 2008; Wesche et
al., 2009). Por ello, para valorar el potencial de cualquier estrategia de
conservacion es importante detectar y caracterizar el dafio infligido, porque asi
se evitan posibles sobre- o subestimaciones, al tiempo que puede aumentarse la

eficacia de la estrategia en cuestion.
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De acuerdo con lo dicho, para evaluar de una forma mas completa y precisa el
potencial antimicrobiano de la estevia frente a L. monocytogenes, se cuantificd
el dafio subletal producido con la incubacién en presencia de un 2,5 % (p:v) de

ésta, a 37y 10 °C.

En vista de los histogramas obtenidos (Figuras 3.3 y 3.4), a tiempo 0 la
poblacion no contenia células dafiadas. A partir de ese momento y en términos
generales, la proporcion inicial de células intactas disminuy6 hasta desaparecer,
al tiempo que aument6 la proporcion de células muertas y la proporcion de
células dafadas. Independientemente de las condiciones de ensayo, tras la
desaparicion de las células intactas las células dafiadas alcanzaron una
proporcion maxima, que disminuyo hasta desaparecer, sin detectarse la
reaparicion de células intactas y, por tanto, lograndose la inactivacion completa
del indculo inicial. Estas observaciones apoyarian la hipétesis de que “dafiada”
es un estadio intermedio entre “intacta” y “muerta”, estableciéndose una tnica
direccion de flujo desde las células intactas a las dafiadas o muertas, en el
sistema estudiado. Por consiguiente y puesto que todas las células acabaron
muriendo, el dafio subletal no se considerd un riesgo, sino mas bien una ventaja,

para la bebida formulada, en las condiciones de ensayo.

Segun los histogramas obtenidos, la no deteccion de células intactas ocurrid
siempre antes en presencia de un 2,5 % (p:v) de estevia. Este hecho se explica
porque la proporcion inicial de células intactas comenzd a disminuir antes y
disminuy6 mas répido en presencia de estevia, independientemente de la
temperatura. El hecho de que las células intactas comenzaran a desaparecer
antes y lo hicieran mas rapido se explica porque que la estevia aument6 la
proporcion total de dafio y muerte por hora, hasta que desaparecieron las células
intactas. Este aumento se asoci6 a un aumento en la proporcion de células
muertas para todos los tiempos considerados, y a un aumento en la proporcion

de células dafiadas en algunos casos.
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77 SIN ESTEVIA W Intactas M Dafadas Muertas
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Figura 3.3 Concentracion de células intactas, dafiadas y muertas con el tiempo
de incubacion, a 37 °C, en la bebida formulada sin estevia y con un 2,5 % (p:v)
de ésta. Las barras de error representan la desviacion estandar de los promedios

obtenidos.
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7 SIN ESTEVIA mIntactas M Dafadas Muertas

N

w

log ufc/mL

0 120 168 264 312 408 456 576 672 768 816 936 1008
96 144 240 288 336 432 480 600 744 792 840 960
h

8 1 CON ESTEVIA mIntactas M Dafiadas  Muertas

6--.__-—-|--.-T_TTT-|--|--|—T-|--|'_TT

log cfu/mL

0 48 144 192 288 360 456 504 552 624
24 120 168 216 312 384 480 528 600 648

Figura 3.4 Concentracion de células intactas, dafiadas y muertas con el tiempo
de incubacion, a 10 °C, en la bebida formulada sin estevia y con un 2,5 % (p:v)
de ésta. Las barras de error representan la desviacion estandar de los promedios

obtenidos.
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3.4  Conclusion
Los resultados obtenidos demuestran que un 2,5 % (p:v) de estevia acelero la
inactivacion de L. monocytogenes en una bebida con mango, naranja, papaya y
avena, sobre todo a 10 °C (considerada como una temperatura de ligero abuso
en refrigeracion). En esas condiciones, la adicion de un 2,5 % (p:v) de estevia
triplico el valor del parametro b, directamente relacionado con la velocidad de
inactivacion. Ademas, se observd que la adicion de estevia acelerd la
inactivacion de las células intactas, aumentando la proporcion de células
muertas, y en algunos casos también la proporcion de células dafiadas. En las
condiciones de ensayo, el dafio no se considerd un riesgo porque todas las

células presentes en la bebida acabaron muriendo.

Por consiguiente, se demuestra que un 2,5 % (p:v) de estevia podria llegar a
utilizarse para alargar la vida util de bebidas similares a la bebida formulada (al
menos desde un punto de vista microbiologico), ademas de como un ingrediente
edulcorante de origen vegetal, seguro, apto para diabéticos, no cariogénico,

acaldrico y con posibles efectos positivos sobre la salud del consumidor.
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Evaluacion del potencial antimicrobiano de
las altas presiones hidrostaticas combinadas
con la adicidbn de estevia en una matriz
alimentaria

4.1  Introduccion
La tecnologia de barreras se basa en el uso combinado de distintos métodos de
conservacion para obtener alimentos seguros, estables, nutritivos, sabrosos y
economicos, aprovechando efectos sinérgicos (Figura 4.1), que aumenten la
eficacia de los métodos escogidos, que permitan, por lo tanto, reducir su
intensidad y respetar en mayor medida las caracteristicas naturales del producto
en cuestion (Leistner y Gorris, 1995; Leistner, 2000). Asi, la tecnologia de
barreras es muy conveniente en la produccion de alimentos minimamente
procesados, para los que se recomienda combinar la aplicacion de tecnologias
no térmicas con el uso de conservantes antimicrobianos de origen natural,
porque de este modo podria garantizarse estabilidad e inocuidad hasta el

momento de consumo (Corbo et al., 2009).

E— m— Método |
Meétodo 2
Efecto aditivo Combinacion
I

Efecto sinérgico

Efecto antagonico Efecto conservante

—

Figura 4.1 Efectos posibles al combinar dos métodos de conservacion (Basado

en: Raso y Barbosa-Canovas, 2003).

111



Capitulo 4

El desarrollo y la puesta en practica de tecnologias de conservacion alternativas
al procesado térmico, convencional u optimizado, surge hace mas de 30 afios,
en vista de que el calor produce cambios no deseados en las caracteristicas
propias de los alimentos (Lado y Yousef, 2002). Entre estas tecnologias destaca
el procesado mediante HHP, no solo porque puede reducir la carga microbiana
de los alimentos, sino también porque puede inhibir la actividad de enzimas
relacionados con el deterioro de éstos (Basak et al.,, 2002; Chen y Hoover,
2003; Wang et al., 2012; Jung et al., 2013; Wang et al., 2013), siendo, ademas,

una alternativa que ya se aplica comercialmente.

En el contexto de la tecnologia de barreras, diversos trabajos demuestran que
combinar la aplicacion de HHP con el uso de antimicrobianos de origen natural
puede tener efectos sinérgicos frente bacterias gram positivas y gram negativas
(Morgan et al., 2000; Karatzas et al., 2001; Garcia-Graells et al., 2003; Pina-
Pérez et al., 2009; Feyaerts et al., 2015).

Teniendo en cuenta estos estudios, tras evaluarse el potencial antimicrobiano de
la estevia en una bebida vegetal (Capitulo 3), se evalud el efecto obtenido al
combinar la adicion estevia con las HHP, frente L. monocytogenes, en la misma

bebida.
4.2  Material y métodos

4.2.1 Preparacion del cultivo microbiano
Segun el procedimiento descrito para L. innocua en el subapartado Preparacion
del cultivo microbiano del apartado 2.1.2, se prepararon 50 viales conteniendo

L. monocytogenes CECT 4032, en fase estacionaria.

La concentracion celular promedio de los viales se estim6 por recuento en placa
(Preparacion del cultivo microbiano del apartado 2.1.2), obteniéndose un valor

de: 8,34 x 10° + 1,47 x 10’ ufc/mL.
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4.2.2 Obtencion de la bebida

De acuerdo con los apartados 3.2.2 y 3.2.3, se prepar6 una bebida vegetal con
zumo mango (M. indica L.; 10 %, v:v); zumo de naranja (C. Xxsinensis (L.)
Osbeck ‘Salustiana’; 7,5 %, v:v); zumo de papaya (P. carica L.; 10 %, v:v);
batido de avena (4. sativa L.; 20 %, v:v), y agua o infusion de hojas secas de

estevia (S. rebaudiana Bertoni; 30 %, v:v).

4.2.3 Tratamiento de las muestras por altas presiones hidrostdticas

Para el tratamiento por HHP se emple6 un equipo de la empresa EPSI NV
(Temse, Bélgica). Concretamente, el equipo instalado en la planta piloto del
Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (IATA-CSIC). Este equipo posee una camara de
presurizacion vertical, con capacidad para 2,35 L; un sistema generador de
presion por compresion indirecta, y un médulo de termostatacion, que permite

controlar la temperatura de la vasija durante el procesado (Figura 4.2).

(1) Camara de presurizacion

(2) Mdbdulo generador de alta
presion

(3) Sistema de termostatacion

Figura4.2 Elementos basicos del equipo de altas presiones hidrostaticas
disponible en la planta piloto del Instituto de Agroquimica y Tecnologia de
Alimentos del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (Fotografia
cedida por el Grupo Procesos de Conservacion y Evaluacion de Riesgos en

Alimentos).
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Como medio presurizante se utilizd una mezcla de agua y etilenglicol, en
proporcion 70:30 (v:v). Una vez fijadas las condiciones de procesado, el equipo

controlo la presion (MPa), el tiempo (min) y la temperatura (°C) de trabajo.

La temperatura se fijo en 22 °C, considerando que la compresion adiabatica del
agua conlleva un aumento de 3 °C por cada 100 MPa (Ting et al., 2002; Rastogi
et al., 2007). La velocidad de incremento de la presion hasta el valor de trabajo
fue de 300 MPa/min. La despresurizacion se realizo siempre de forma rapida,

pero no subita; con una duracion de entre 30 y 45 s.

Los tratamientos ensayados se muestran en la Tabla 4.1. Para evaluar su efecto
antimicrobiano se prepararon bolsas termoselladas con bebida inoculada para un
Nyentre 1 x 10"y 1 x 10®* ufc/mL. Todos los tratamientos se llevaron a cabo en

ausencia y en presencia de estevia (2,5 %, p:v).

Tabla4.1 Presiones y tiempos de tratamiento considerados para evaluar el
efecto antimicrobiano del procesado por altas presiones hidrostaticas en

ausencia y en presencia de estevia (2,5 %, p:v).

Presion (MPa) Tiempo de tratamiento (min)
250 5;10; 15;17,5; 20
275 2,5;5;7,5;10; 12,5
300 1;3;4;5,6,7
325 1;2;3;4;5

Las bolsas se mantuvieron en un bafio de agua y hielo antes y después de
someterlas a HHP. Posteriormente, se aprovecharon para evaluar el efecto del
tratamiento, en ausencia y presencia de estevia, o bien para evaluar el efecto
antimicrobiano de la combinacion de métodos durante el almacenamiento
posprocesado, a las temperaturas ensayadas, segun el procedimiento descrito en

los apartados 4.2.4 y 4.2.5.
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Cada tratamiento se llevo a cabo al menos 3 veces, con 2 réplicas por repeticidn
y 4 placas por réplica. La variabilidad de los resultados se evalud en base al CV
(Ecuacion 1.2) asociado a las placas por réplica, de acuerdo con lo dicho en el

subapartado Procedimiento experimental del apartado 1.1.2.

4.2.4 Estudio de la inactivacion y el dafio producidos con el procesado
mediante altas presiones hidrostaticas, en la bebida con y sin estevia

La inactivacion alcanzada con distintos tratamientos (Tabla 4.1) se determino
comparando los recuentos pre- y posprocesado obtenidos en TSA (Scharlab SL,
Barcelona, Espafia). Para la cuantificacion del dafio por HHP se procedié de
acuerdo con el apartado 3.2.6. Segun éste, la proporcion de células dafiadas
postratamiento se calculé como la diferencia entre el recuento de células viables

y el recuento de células intactas obtenidos con el mismo tratamiento.

A partir de los resultados experimentales se construyeron curvas de inactivacion
en funcién de la presion. De acuerdo con lo dicho en el apartado 3.2.5, las
curvas obtenidas se ajustaron a la distribucion de frecuencias de Weibull
(Ecuacion 3.1). La bondad de los ajustes se evalué mediante el r? corregido y el

MSE asociado a cada uno (Ecuaciones 1.4 e 1.5).

Adicionalmente, se construyeron histogramas para conocer el nimero de células
intactas, dafiadas y muertas en funcion de las caracteristicas del tratamiento y de

la concentracion de estevia.

4.2.5 Estudio de la actividad antimicrobiana de la estevia en la bebida
formulada, tras ser sometida a altas presiones hidrostaticas, durante el
almacenamiento posprocesado a distintas temperaturas

Muestras de bebida con (2,5 %, p:v) o sin estevia, inoculadas y sometidas a
distintos tratamientos (300 MPa, 1 o 3 min), se incubaron a 37 y 10 °C, para
estudiar el efecto obtenido al combinar la adicion de estevia con el procesado

mediante HHP durante el tratamiento y el almacenamiento posterior, a distintas
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temperaturas. Para ello se efectuaron recuentos pre- y posprocesado, en TSA sin
sal y en TSA con un 5 % (p:v) de sal (Scharlab SL, Barcelona, Espafia), durante
un tiempo maximo de 672 h (28 d). A partir de los resultados obtenidos en TSA
sin sal se construyeron curvas de inactivacion posprocesado. Siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 3.2.5, las curvas obtenidas se ajustaron a
la distribucion de frecuencias de Weibull (Ecuacién 3.1). La bondad de los
ajustes se evalud en base al r? corregido y al MSE de cada uno (Ecuaciones 1.4 e
1.5).

Ademas, aprovechando los recuentos en TSA con sal, de acuerdo con lo dicho
en el apartado 3.2.6, se construyeron histogramas que permitieron conocer el
namero de células intactas, dafiadas y muertas en funcién de la intensidad del
tratamiento, de la concentracion de estevia, de la temperatura y del tiempo
incubacion posprocesado por HHP. La presiéon y los tiempos de tratamiento
ensayados se fijaron en base a los resultados obtenidos con muestras tratadas no
incubadas, descartandose aquellos tratamientos nada o demasiado efectivos y
manteniéndose constante el nivel de presion, para facilitar la comparacion de los

resultados obtenidos.

4.3  Resultados y discusion

4.3.1 Cinéticas de inactivacién por altas presiones hidrostaticas para Listeria
monocytogenes en la bebida formulada con y sin estevia

Partiendo de la inactivacion obtenida con distintos tratamientos, en ausencia y
presencia de estevia (2,5 %, p:v), se construyeron curvas de supervivencia para

L. monocytogenes en funcion de la presion (Figura 4.3).

Las curvas obtenidas se ajustaron a la distribucion de frecuencias de Weibull,

con un r? corregido minimo de 0,8537 y un MSE méaximo de 1,1693.

En la Tabla 4.2 se muestran los resultados obtenidos para los parametros b y n.
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Figura 4.3 Curvas de supervivencia (S) para Listeria monocytogenes, de
acuerdo con el nivel de presion (325, 300, 275 y 250 MPa), en la bebida sin
estevia y con un 2,5 % (p:v) de ésta. Las barras de error representan la

desviacion estandar de los promedios obtenidos.

Segun los valores de n, todas las curvas fueron convexas (n > 1) (Tabla 4.2); la
existencia de un hombro reveld la importancia del tiempo de tratamiento. Por
otro lado, segiin los valores de b, a mayor presion, mayor velocidad de
inactivacion, con mayor efecto en presencia de estevia (Tabla 4.2). Ademas, la
adicion de estevia aumento la velocidad de inactivacion para todos los niveles

de presion ensayados (Tabla 4.2).
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Tabla4.2 Valores para los parametros de la distribucion de frecuencias de

Weibull (b y 1) en funcion del nivel de presion y de la concentracion de estevia.

Presion 0 % (p:v) estevia 2,5 % (p:v) estevia
MPa b n b n
250 0,11+0,01 2,25 +0,24 0,18+ 0,03 1,28+ 0,21
275 0,17 0,03 222+034 0,28 +0,10 1,28 +£0,49
300 0,37 0,01 1,85+0,17 0,60 + 0,01 1,42 +£0,02
325 0,48+ 0,01 321+0,13 0,80 + 0,25 1,55 + 0,40

4.3.2 Inactivacion y daiio subletal producidos mediante altas presiones
hidrostdticas en presencia y ausencia de estevia

El efecto de la presion y el tiempo de tratamiento sobre la inactivacion y el dafio
subletal de L. monocytogenes en la bebida formulada se evalu6é en ausencia y
presencia de estevia (2,5 %, p:v), segun el nimero de células intactas, dafiadas y

muertas con distintos tratamientos.

Los resultados obtenidos indican que aumentar el nivel de presion (para casi
todos los tiempos comparables) o el tiempo (para todos los niveles de presion
estudiados) aumento la proporcion de células muertas; suponiendo, en algunas
ocasiones, pasar de una inactivacion escasa (< 1 ciclo logaritmico) a la
inactivacion completa del indculo inicial (= 8 ciclos logaritmicos) (Figura 4.4).
Dicho aumento en la proporcion de células muertas se relaciond con un
descenso en la proporcion de células intactas, cuando las habia, o con un
descenso en la proporcion de células dafiadas, cuando no habia intactas (Figura

4.4).

En presencia de células intactas, aumentar el nivel de presion no siempre
comporté un aumentd en la proporcion de las células muertas. No obstante,
aumentar el nivel de presion aumento6 siempre la proporcion de células danadas

(Figura 4.4).
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Figura 4.4 Concentracion de células intactas, dafiadas y muertas en funcion de
la presion (MPa) y del tiempo (min) de tratamiento, en la bebida sin estevia y
con un 2,5 % (p:v) de ésta. Las barras de error representan la desviacion

estandar de los promedios obtenidos.
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En cualquier caso, la adicion de estevia potencio el efecto antimicrobiano de las
HHP. Para un tratamiento que no acabara con la poblacion de células intactas,
en presencia de estevia aumentd la proporcion total de muertas y dafiadas
(Figura 4.4). Este aumento se relacion6 con un aumento en la proporcion de
células muertas, de células danadas o de células muertas y dafiadas, segin las
condiciones de presion y tiempo, llegando a suponer la no deteccion de células
intactas en algunos casos. De lo contrario, es decir, para un tratamiento que si
que acabara con la poblacion de células intactas, en presencia de estevia
disminuy0 la proporcion de células dafiadas y aumento la proporcion de células
muertas, lograndose la inactivacion completa del inoculo inicial en algunos

casos (Figura 4.4).

De acuerdo con los resultados obtenidos, estudiar el dafio subletal permitio
detectar diferencias entre tratamientos aparentemente idénticos o similares en
cuanto al grado de inactivacion. En base a la proporcion de células muertas no
se hubieran detectado diferencias, por ejemplo, entre muestras con y sin estevia
sometidas a 325 MPa, 2 min (Figura 4.4). Sin embargo, la cuantificacion del
dafio puso de manifiesto que en presencia de un 2,5 % (p:v) de estevia todas las
células viables estaban dafiadas, demostrandose que la adicion de estevia puede
aumentar la eficacia antimicrobiana del procesado por HHP no s6lo aumentando

la inactivacion, sino también aumentando el dafio.

4.3.3 Inactivacion y dafio subletal durante el almacenamiento posprocesado
por altas presiones hidrostdticas, a distintas temperaturas, en la bebida con y
sin estevia

En vista de los resultados obtenidos en los Capitulos 2 y 3, la estevia podria
actuar como una medida de control adicional frente a L. monocytogenes durante
el almacenamiento y, por tanto, durante la vida util de alimentos minimamente
procesados. Por otro lado, de acuerdo con los apartados 4.3.1 y 4.3.2, el

procesado mediante HHP podria inactivar y producir dafio subletal sobre la
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poblacion de L. monocytogenes, con mejores resultados en presencia de estevia.
Teniendo en cuenta estos resultados se evaliio el efecto de la combinacion
estevia/HHP sobre la inactivacion y el dafio subletal de L. monocytogenes en la
bebida formulada, con y sin estevia, segin las condiciones de tratamiento y
durante el almacenamiento posterior a distintas temperaturas. Las condiciones
de tratamiento y almacenamiento consideradas para llevar a cabo este estudio se

muestran en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3 Condiciones de tratamiento y almacenamiento consideradas para
evaluar el efecto antimicrobiano de la aplicacion conjunta de infusion de hojas

de estevia y de altas presiones hidrostaticas en la bebida formulada.

Factor Unidades  Niveles
Concentracion de estevia %, p:v 0;2,5
Presion de tratamiento MPa 300
Tiempo de tratamiento min 1;3
Temperatura de incubacion °C 37; 10

Segun el procedimiento descrito en el apartado 4.2.5, en primer lugar se evalud
el efecto de la estrategia combinada sobre la inactivacion de L. monocytogenes.
Para ello, los recuentos obtenidos en TSA sin sal se ajustaron a la distribucion
de frecuencias de Weibull, con un #° corregido minimo de 0,9524 y un MSE
maximo de 0,7154. Los resultados obtenidos para los parametros » y n de la

distribucion de frecuencias de Weibull se muestran en la Tabla 4.4.

Los valores de n revelan que se obtuvieron curvas de supervivencia concavas
para la mayoria de combinaciones ensayadas (n > 1; Tabla 4.4). Este tipo de
curvas ponen de manifiesto que la inactivacion comenzo sin un periodo de
latencia, con una caida rapida al inicio, que después fue menos pronunciada. En
referencia a esto, puede que durante el almacenamiento desaparecieran primero

las células mas sensibles y luego las mas resistentes a los estreses aplicados. De
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acuerdo con los resultados obtenidos, solo para la combinacion de factores mas
intensa (300 MPa, 3 min, 10 °C, 2,5 % p:v) se observd una pauta de
inactivacion distinta, obteniéndose una curva convexa, con un periodo inicial de
latencia, sin cambios aparentes en la concentracion de células viables (Tabla

4.4).

Por otro lado, considerando los valores de 4 y teniendo en cuenta que este
parametro esta inversamente relacionado con el tiempo transcurrido hasta que
ocurre la primera reduccion decimal y directamente relacionado con la
velocidad de inactivacion, aumentar el tiempo de tratamiento por HHP, la
temperatura de almacenamiento posprocesado o la concentracion de estevia
supuso acelerar la inactivacion de L. monocytogenes en la bebida formulada

(Tabla 4.4).

Tabla4.4 Valores para los parametros de la distribucion de frecuencias de
Weibull (b y n) en funcion de la presion y el tiempo de tratamiento por altas
presiones hidrostaticas, de la temperatura de almacenamiento posprocesado y de

la concentracion de estevia, para Listeria monocytogenes, en la bebida

formulada.
Tratamiento Temperatura Estevia
b n
(MPa, min) (°C) (%, p:v)
300, 1 37 0 0,93 + 0,06 0,53 £ 0,05
2,5 5,45+0,74 0,37 +0,14
10 0 0,01 £0,00? 0,80 £ 0,08
2,5 0,06 + 0,01 0,46 + 0,01
300, 3 37 0 15,81 1,35 0,29 + 0,00°
2,5 26,57 £4,20 0,24 + 0,01
10 0 0,40 £ 0,04 0,41 £ 0,06
2,5 0,91 £0,10 1,18 £0,09

20,011+ 0,002;° 0,289 + 0,003
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Ademas, aprovechando los recuentos obtenidos en TSA con sal, se evaluo el
dafio subletal y la evolucion de las células intactas, dafiadas y muertas en la
bebida con y sin estevia, tratada y almacenada a distintas temperaturas. A modo
de ejemplo, los resultados obtenidos a 37 °C se muestran en las Figuras 4.5 y

4.6.

En vista de los recuentos obtenidos justo antes y después de cada tratamiento, el
procesado por HHP provoco dafio y muerte (Figuras 4.5 y 4.6). De acuerdo con
los resultados del apartado 4.3.2, la proporcion total de células muertas y
dafiadas aumento con el tiempo de tratamiento y en presencia de un 2,5 % (p:v)

de estevia (Figuras 4.5 y 4.6).

Ademas, durante el almacenamiento posprocesado a 37 y 10 °C, la proporcion
total de células muertas y dafiadas siguié aumentando, hasta la no deteccion de
células intactas (Figuras 4.5 y 4.6). A partir de ese momento, la proporcion de
células dafiadas disminuyo6 hasta la inactivacion completa del in6culo inicial y
sin detectarse la reaparicion de células intactas. De acuerdo con lo dicho en el
apartado 3.3.2, estas observaciones apoyarian la hipotesis de que “dafiada” es un
estadio intermedio entre “intacta” y “muerta”, para la bebida formulada, en las
condiciones de ensayo. Por consiguiente, el dafio producido con el procesado

por HHP o en presencia de estevia se considero ventajoso.

Con independencia del tiempo de almacenamiento, aumentar el tiempo de
tratamiento, la concentracion de estevia o la temperatura de incubacion redujo la
proporcion de células intactas, cuando las habia (Figuras 4.5 y 4.6). Ello implica
que todos estos factores aumentaron la proporcion total de células muertas y
dafiadas, lo que se tradujo en una reduccion del tiempo necesario hasta la no
deteccion de células intactas. Ademas, aumentar el tiempo de tratamiento, la
temperatura de incubacion o la concentracion de estevia redujo el tiempo

necesario para la inactivacion completa del indculo inicial.
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Figura 4.5 Células intactas, dafiadas y muertas pre- y posprocesado por altas
presiones hidrostaticas (300 MPa, 1 min), en la bebida sin estevia y con un
2,5 % (p:v) de ésta. Temperatura de incubacion posprocesado: 37 °C. Las barras

de error representan la desviacién estandar de los promedios obtenidos.
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Figura 4.6 Células intactas, dafiadas y muertas pre- y posprocesado por altas
presiones hidrostaticas (300 MPa, 3 min), en la bebida sin estevia y con un
2,5 % (p:v) de ésta. Temperatura de incubacion posprocesado: 37 °C. Las barras

de error representan la desviacion estandar de los promedios obtenidos.
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4.4  Conclusion
El tratamiento por HHP redujo la presencia de L. monocytogenes en la bebida
formulada con y sin estevia. Algunos de los tratamientos fueron capaces de
inactivar mas de 5 ciclos logaritmicos, cumpliendo asi con los requerimientos
de la FDA (2016). La adicion de un 2,5 % (p:v) de estevia incremento la
eficacia de las HHP aumentado la proporcion total de células muertas y
dafiadas, o bien reduciendo la proporcion de células dafiadas cuando no habia
intactas, logrando respectivamente para algunas combinaciones de presion y
tiempo, (i) que todas las células viables postratamiento estuvieran dafiadas, o

bien (ii) que tuviera lugar la inactivacion completa del in6culo inicial.

Durante la incubacién de muestras sometidas a HHP, aumentar el tiempo de
tratamiento o la concentracion de estevia aceler6 la inactivacion durante el
almacenamiento, aumentando la proporcion de dafio y muerte por hora hasta la
no deteccién de células intactas, y disminuyendo el tiempo trascurrido hasta la
no deteccién de células viables. De este modo, se demostrd, ademas, que el
procesado por HHP tiene consecuencias sobre la velocidad de inactivacién

durante el almacenamiento.

En definitiva, combinar la adicion de estevia con la aplicacion de HHP podria
resultar conveniente para mejorar y garantizar la seguridad microbiolégica de

bebida vegetales minimamente procesadas.
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Optimizacion de los factores implicados en
la conservacién de alimentos combinando la
adicion de estevia con la aplicacion de altas
presiones hidrostaticas

51 Introduccion
Optimizar las estrategias empleadas para la conservacién de los alimentos
resulta necesario con objeto de garantizar inocuidad y la mayor retencion de
propiedades sensoriales, nutricionales y funcionales. Para lograr un procesado
optimo y minimo resulta esencial que la concentracion de los conservantes
escogidos y la intensidad de los tratamientos aplicados estén apropiadamente

administradas.

De acuerdo con la Real Academia Espaiola (RAE), optimizar significa “buscar
la mejor manera de realizar una actividad” (RAE, 2014). En el contexto que nos
ocupa, una definicion mas formal seria la de encontrar, de forma eficiente y
sistematica, la mejor solucion del conjunto de posibles para maximizar o
minimizar aspectos relacionados con la obtencion de alimentos minimamente
procesados, que cumplan con los requerimientos del consumidor (Banga et al.,
2003). En este sentido, es importante establecer cudles son las variables de
decision, parametros o factores de procesado, cudles son las funciones objetivo

o respuestas y qué resultado es el mas conveniente.

En el area de ciencia y tecnologia de los alimentos, la metodologia mas utilizada
para la optimizacién de cualquier proceso es la RSM (Banga et al., 2003;
Parsayee et al., 2013). El éxito de esta aproximacion, desarrollada a mediados
del s. XX (Box y Wilson, 1951; Box y Draper, 1959), se debe a que permite

investigar condiciones Optimas en sistemas multivariables (Jia et al., 2013),
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cuando se considera el efecto simultineo de dos o mas factores, sobre una o mas

variables de interés, efectuando un nimero minimo de ensayos.

Asi, conforme a lo expuesto, se optimizé el procesado por HHP en presencia de
estevia, teniendo en cuenta que la combinacion puede aumentar la actividad
antimicrobiana de ambos métodos (Capitulo 4) y dado su potencial (por
separado) para reducir o inhibir la actividad enzimatica, manteniendo o
mejorando el perfil nutricional y funcional de los alimentos frescos (Shinagawa

et al.,2013; Criado et al., 2014; Rao et al., 2014).

Utilizando la RSM se investigo el efecto de la concentracion de estevia, el nivel
de presion y el tiempo de tratamiento por HHP sobre (i) la concentracion de
L. monocytogenes, (ii) la actividades enzimaticas PPO y POD, (iii) el TPC y
(iv) la TAC de un extracto obtenido a partir de zumo de mango, naranja y
papaya, para determinar qué combinacion de factores resulta 6ptima para poder
obtener un producto microbiolégicamente seguro, enzimaticamente estable y

rico en compuestos antioxidantes.

Las actividades PPO y POD se escogieron considerando que son responsables
del pardeamiento enzimatico que ocurre durante la manipulacion, el procesado
y el almacenamiento de alimentos vegetales frescos, por formacion de
pigmentos oscuros que alteran el sabor y el color de los mismos (Tomas-

Barberan y Espin, 2001; Kdksal y Giilgin, 2008; Chakraborty et al., 2014).

5.2  Material y métodos

5.2.1 Preparacion del cultivo microbiano
A partir de un cultivo puro liofilizado se prepar6 un conjunto de 50 viales
conteniendo L. monocytogenes CECT 4032, en fase estacionaria, con una

concentracion celular promedio de 7,23 x 10° + 8,13 x 10® ufc/mL. Con este
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objetivo siguid el procedimiento descrito en el subapartado Preparacion del

cultivo microbiano del apartado 2.1.2.

5.2.2 Obtencion del extracto enzimatico

La obtencion de un extracto con actividades PPO y POD procedentes de zumo
de mango (M. indica L.), naranja (C. xsinensis (L.) Osbeck ‘Salustiana’) y
papaya (P.carica L.) se efectu6 a 4 °C, empleando tampdn fosfato sodico
(0,05 M, pH 7), conteniendo cloruro sédico 1 M (Scharlab SL, Barcelona,
Espafia) y un 5 % (p:v) de polivinilpolipirrolidona (PVPP; Sigma-Aldrich Co.
LLC, Missouri, EE. UU.).

Partiendo de fruta madura, después de lavarla, pelarla y trocearla en ausencia de
huesos y pepitas, el extracto se obtuvo para cada repeticién de cada ensayo. El

procedimiento empleado fue el siguiente:

1. Obtencién de una mezcla de pulpas con un 20 % (p:p) de
mango, un 15 % (p:p) de naranja y un 65 % (p:p) de papaya
(respetando las proporciones establecidas en la bebida
desarrollada para cuantificar el efecto antimicrobiano de la

estevia y las HHP; Capitulos 3y 4).

2. Preparacion del tampon de extraccion a partir de fosfato sodico
monobasico 2-hidrato (Sigma-Aldrich Co. LLC, Missouri,
EE. UU.), fosfato sddico dibasico anhidro (Sigma-Aldrich Co.
LLC, Missouri, EE. UU.), agua destilada, cloruro sodico y
PVPP.

3. Triturado de la mezcla de pulpas, a 4 °C y en presencia del

tampdn de extraccion (en proporcion 1:1, p:v).

4. Filtracion manual del homogeneizado, a 4 °C, empleando tela

de lino.
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5. Centrifugacién del producto filtrado a 20 252,92 xg, durante
30 min, a4 °C.

6. Recuperacion del sobrenadante.

5.2.3 Preparacion de muestras de extracto con distintas concentraciones de
estevia

Segun el procedimiento descrito en el subapartado Procedimiento experimental
del apartado 2.2.2, se prepard un solucién madre de infusion de hojas de estevia
(S. rebaudiana Bertoni) al 8,33 % (p:v), utilizando hojas secas suministradas

por la empresa Anagalide SA (Huesca, Espafia).

Para cada ensayo se prepararon muestras con distintas concentraciones de
estevia (1,25 y 2,50 %, p:v), afadiendo 3 0 6 mL de infusion a 14 mL de
extracto enzimatico recién obtenido. En las muestras con 3 mL de infusion, se
enras6 con agua embotellada para un volumen final homogéneo de 20 mL.
Ademas, se prepararon muestras sin estevia, con 14 mL de extracto y 6 mL de

agua embotellada.

Con el fin de cuantificar la inactivacion microbiana lograda al combinar la
adicion de estevia con el procesado por HHP, muestras de extracto con y sin
estevia se inocularon con L. monocytogenes (=~ 1 x 10% ufc/mL). Para llevar a
cabo esta parte del estudio, segun lo dicho en el apartado 3.2.3, la infusién de
estevia se afiadié al extracto en condiciones de asepsia, tras esterilizarse por
doble filtracion, mediante filtros de jeringa estériles de 0,45 y 0,22 um
(Minisart, Sartorius SA, Madrid, Espafa).

5.2.4 Tratamiento de las muestras mediante altas presiones hidrostaticas
Muestras con y sin estevia, inoculadas o no, se dispusieron en bolsas que se

termosellaron y sometieron a 300, 400 y 500 MPa, durante 5, 10 o0 15 min, a
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temperatura ambiente (22 °C), segun el procedimiento descrito en el apartado
4.2.3.

Para garantizar la reproducibilidad de resultados, cada ensayo se repitio al

Menos 2 Veces.

5.2.5 Estudio de la inactivacion microbiana
La densidad celular de muestras con y sin estevia (log ufc/mL), se determiné
justo antes y después de cada tratamiento, por recuento de viables en TSA

(Scharlab SL, Barcelona, Espafia).

A partir de los recuentos obtenidos, la inactivacion asociada a cada uno de los
tratamientos ensayados se establecio de acuerdo a la diferencia existente entre
los recuentos pre- y posprocesado (log ufc/mL), tomandose 2 alicuotas de cada
muestra y sembrandose en masa 2 placas de cada dilucion, en TSA (Scharlab
SL, Barcelona, Espafia). De este modo, cada recuento se obtuvo a partir de un

total de 4 placas, incubadas a 37 °C, durante 48 h.

5.2.6 Determinacion de las actividades enziméticas polifenoloxidasa vy
peroxidasa

La determinacion cuantitativa de las actividades PPO y POD se llevé a cabo por
espectrofotometria, a 25 °C, utilizando sustratos incoloros especificos para cada
enzima, que se trasforman en compuestos coloreados por accion de las mismas
(Figuras 5.1-5.2). Para ello se us6 un espectrofotometro PG-1800 de la empresa

Labolan SL (Navarra, Espafia).

Segun la reaccién que se muestra en la Figura 5.1 y de acuerdo con Giner et al.
(2001), la actividad PPO se cuantificd en base al incremento de absorbancia
observado, a 410 nm, después de afiadir 1,95 mL de pirocatecol (Sigma-Aldrich
Co. LLC, Missouri, EE. UU.), en tampén fosfato sodico (0,05 M, pH 7), a
100 pL de extracto enzimatico.
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Figura 5.1 Fundamentos basicos del método empleado para la determinacion

de la actividad polifenoloxidasa (PPO).

Por otro lado, segln la reaccion que se muestra en la Figura 5.2 y de acuerdo
con Rodrigo et al. (1996), la actividad POD se determin6 a 470 nm, mezclando
2,39 mL de solucion enzimatica y 0,61 mL de solucion reactiva. La disolucién
enzimatica se prepard a partir de 0,2 mL de extracto enzimatico y 3,8 mL de
tampon fosfato sdédico (0,05 M, pH 7). Por su parte, la mezcla reactiva se
preparé con guayacol (Sigma-Aldrich Co. LLC, Missouri, EE. UU.), peréxido
de hidrégeno (Sigma-Aldrich Co. LLC, Missouri, EE. UU.) y agua bidestilada,
de modo tal que en la mezcla final (con disolucion enzimatica y disolucion
reactiva) la concentracion de guayacol y perdxido de hidrégeno fue 0,45 y

0,36 M, respectivamente.

guayacol tetraguayacol
incoloro pardo

Figura 5.2 Fundamentos basicos del método empleado para la determinacion

de la actividad peroxidasa (POD).
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La absorbancia de muestras con y sin estevia se midié inmediatamente antes y
después de aplicar los tratamientos ensayados, por triplicado, durante 2,5 min, a

intervalos de 1 s.

Las actividades PPO y POD se calcularon a partir del valor de la pendiente del
tramo lineal de la curva obtenida al representar los valores de absorbancia
registrados en funcion del tiempo, para cada muestra. Con este objetivo, una
unidad de actividad se defini6 como la cantidad de enzima necesaria para
aumentar la absorbancia de las muestras en 1 unidad por minuto y mililitro de

extracto.

La influencia de las condiciones de tratamiento y de la concentracion de estevia
se determiné en base al porcentaje de actividad relativa (RA, por sus siglas en

inglés), calculada segun la Ecuacién 5.1,

A
% RA = T x 100 (Ecuacion 5.1)
0

donde A y A, representan la actividad PPO o POD de muestras tratadas y sin

tratar, respectivamente.

5.2.7 Determinacion del contenido total de compuestos fenolicos
El TPC del extracto enzimético estudiado se determind por espectrofotometria,
en presencia y ausencia de estevia, antes y después de someterlo a distintos

tratamientos de HHP.

Para ello se siguio el protocolo descrito por Georgé et al. (2005), con algunas
modificaciones, y se utilizd el reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Alemania); una mezcla de &cido fosfomolibdico y &cido
fosfotlingstico, que en presencia de compuestos fenolicos y carbonato sédico, a
pH bésico, se reducen pasando de color amarillo a azul, con una intensidad que

varia segln el TPC de las muestras (Figura 5.3).
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[ c— )]

+ Na,CO4
. pH>7 .
Reactivo FC Reactivo FC
oxidado reducido

Figura 5.3 Fundamentos basicos del método empleado para la determinacion

del contenido total de compuestos fendlicos con el reactivo Folin-Ciocalteu

(FC), que pasa de amarillo a azul cuando se reduce.

Brevemente, se prepararon mezclas con 10 mL de extracto y 50 mL de acetona
(Panreac Quimica SLU, Barcelona, Espafia) al 30 % (v:v) en agua destilada.
Para tener muestras sin agentes reductores hidrosolubles (en cuya presencia se
hubiera sobreestimado el TPC), la mezcla extracto-acetona (2 mL) se purificd
con cartuchos de extraccion en fase solida (Oasis, Waters Corp., Massachusetts,
EE. UU.) y agua destilada (2 x 2 mL). Ademas, el extracto lavado (3 mL) se
mantuvo a 85 °C, 2 h. En presencia y ausencia de estevia, antes y después de
cada tratamiento, la determinacion del TPC se efectud en base a la absorbancia
de las muestras, teniendo en cuenta la absorbancia de disoluciones estandar de
acido galico (0-1000 ppm; UCB SA, Bruselas, Bélgica). Para ello se mezclaron:
100 pL de muestra o estandar, 100 uL de reactivo Folin-Ciocalteu y 3 mL de
carbonato sddico (Scharlab SL, Barcelona, Espafia) al 2 % (p:v) en agua
destilada. Tras 1 h en oscuridad, la absorbancia de las muestras y los estandares
se midié por triplicado, a 765 nm, en un espectrofotometro PerkinElmer
Lambda 2 (Bodenseewerk PerkinElmer & Co. GmbH, Uberlingen, Alemania).
Con los valores de las disoluciones estdndar se construyd una recta de
calibracion y el TPC de las muestras se determind interpolando en la recta. Los
resultados obtenidos se expresaron en miligramos equivalentes de acido galico
por litro de extracto, considerando el factor de dilucién de las muestras diluidas.
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5.2.8 Determinacion de la actividad antioxidante total
La TAC de extractos con y sin estevia, se determind pre- y posprocesado por

HHP, utilizando dos de las metodologias desarrolladas para ello.

a) Método para la determinar la capacidad antioxidante en equivalentes
de Trolox (TEAC, por sus siglas en inglés) utilizando &cido 2,2'-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS)

Este ensayo se basa en la transferencia de electrones y evalla la capacidad de
las muestras para captar el radical monocationico del ABTS (ABTS®"), a través
de la decoloracion que se asocia a la reduccién del radical en presencia de

compuestos antioxidantes (Figura 5.4).

Formula quimica del ABTS®":

CH,CH; ot
N SOzH
>= N, N ’
S N——<
HO,S S
CH,CH,
ABTS*"
reducido

Figura 5.4 Fundamentos basicos del método empleado para la determinacion
de la capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox, usando una solucién
con radical monocatiénico del &cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-

sulfénico) (ABTS*"), que pasa de color verde-azulado a incoloro.
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Con objeto de medir la TAC del extracto enzimatico con y sin estevia, antes y
después de someterlo a HHP, primero se prepard una disolucién conteniendo
ABTS*". De acuerdo Re et al. (1999) y Zulueta et al. (2009), se emplearon
25 mL de disolucién ABTS 7 mM (Sigma-Aldrich, Missouri, EE. UU.) y
440 pL de disolucién persulfato potasico 140 mM (Sigma-Aldrich Co. LLC,
Missouri, EE. UU.). La mezcla acido-oxidante se mantuvo en oscuridad, a
temperatura ambiente, durante 16 h, para garantizar la formacion del radical por
oxidacion del acido. Transcurrido ese tiempo, la solucién ABTS®" se diluy6 con
etanol (J.T.Baker, Avantor Performance Materials B.V., Deventer, Holanda),
hasta lograr una absorbancia de 0,70 £ 0,02 a 734 nm. La absorbancia del
extracto enzimatico, con y sin estevia, antes y después de someterlo a HHP se
determind por triplicado. De acuerdo con Zulueta et al. (2009), para ello se
mezclaron 2 mL de ABTS®" y 100 puL de muestra diluida en agua destilada,
hasta lograr entre un 20 y un 80 % de inhibicién del radical, comparando el
valor de absorbancia obtenido a tiempo 0 y tras 20 min de reaccion, con el fin
de obtener resultados fiables. Las medidas de absorbancia se efectuaron con un
espectrofotometro PerkinElmer Lambda 2. Los resultados de inhibicion se
expresaron en milimoles equivalentes de Trolox por litro de extracto, usando
una recta de calibracion, obtenida segun el protocolo que se ha descrito, pero
usando disoluciones estandar de Trolox (0-250 uM; Sigma-Aldrich Co. LLC,
Missouri, EE. UU.), en lugar de distintas muestras de extracto, y teniendo en

cuenta el factor de dilucidn para el caso de muestras diluidas.

b) Método para la determinar la capacidad antioxidante en base a la
capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC, por sus siglas

inglés) empleando fluoresceina (FL)

Este método se basa en la transferencia de atomos de hidrégeno y se desarrolld
para evaluar la TAC de muestras bioldgicas (Cao et al., 1993) segln su

capacidad para neutralizar radicales peroxilo (ROO®), que se generan mediante

136



Capitulo 5

la descomposicion térmica del 2,2'-azo-bis(2-amidinopropano) diclorhidrato
(AAPH), a 37 °C. Concretamente, el método evalua la oxidacion completa de
determinados sustratos, teniendo en cuenta que los compuestos antioxidantes
evitan la acumulacion de radicales libres y, por lo tanto, la oxidacion de
sustratos oxidables. En este caso, el sustrato empleado fue la FL, aprovechando

que la forma oxidada no es fluorescente (Ou et al., 2001) (Figura 5.5).

HO

Formula quimica de la FL:

ROO* ROOH
Radical peroxilo Radical peroxilo
oxidado reducido
FL FL
reducida oxidada

Figura 5.5 Fundamentos basicos del método empleado para la determinacion
de la capacidad antioxidante en base a la capacidad de absorcion de radicales de

oxigeno, utilizando fluoresceina (FL), cuya forma oxidada no es fluorescente.

De acuerdo con Zulueta et al. (2009), la mezcla de reaccion contenia:

v 50 puL de FL (78 nM; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Alemania) en tampon fosfato (75 mM, pH 7);

v" 50 puL de muestra en tampdn fosfato (75 mM, pH 7) o de Trolox
(20 uM) en tampon fosfato (75 mM, pH 7), y
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v' 25 uL de solucién AAPH (221 mM; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Alemania) en tampdn fosfato (75 mM, pH 7).

Para ello se emplearon placas multipocillo blancas, de fondo plano (Sero-Wel
96 well plates, Bibby Sterilin Ltd, Reino Unido) y un fluorimetro automatico
(Wallac 1420 VICTOR?2, PerkinElmer Inc., Massachusetts, EE. UU.), con
filtros de fluorescencia para una longitud de onda de excitacion y emision de

485 y 535 nm, respectivamente.

Antes de incorporar el AAPH, las placas se incubaron a 37 °C, 15 min. La
fluorescencia de las muestras se midio justo después de adicionar AAPH, y cada
5 min, hasta que la intensidad observada fue inferior al 5 % del valor de lectura
inicial. La TAC de las muestras estudiadas se determiné en base el area que
queda bajo la curva de caida de la fluorescencia, considerandose estandar la
TAC del Trolox y sabiendo que el area observada en presencia de antioxidantes
serda mayor que el area observada en ausencia de éstos. Con los resultados

obtenidos se calcularon los valores de ORAC aplicando la Ecuacion 5.2,

C X (AUC. —AUC
ORAC = Trolox ( muestra blanco) (Ecuacién 5.2)
(AUCTrolox - AUCblanco)

donde Crroiox (mM) representa la concentracion milimolar de Trolox
considerada en este estudio (0,02 mM), y AUC, el area bajo la curva de
decaimiento de la fluorescencia obtenida (i) con extracto (“muestra”), (ii)
tampon (“blanco”), o (iii) Trolox, tras calcularse su valor de acuerdo con la

Ecuacion 5.3,

fs | fio fn+5) 5 (Ecuacion 5.3)

AUC = (0,5 SIFL QA LU
fo fo fo

donde f; y f, representan la fluorescencia inicial y la fluorescencia a tiempo n,

respectivamente.
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Los resultados obtenidos se expresaron en milimoles equivalentes de Trolox por
litro de extracto, teniendo en cuenta el factor de dilucion de las muestras

diluidas.

5.2.9 Disefio experimental, analisis de resultados y optimizacion empleando
la metodologia de superficies de respuesta

La RSM se empleo para investigar el efecto simultdneo de la concentracion de
estevia, el nivel de presidn y el tiempo tratamiento por HHP sobre la calidad
microbioldgica, la estabilidad enzimatica y la capacidad antioxidante de un
extracto obtenido a partir de mango, naranja y papaya. Mas concretamente, se
evalud (i) la inactivacién de L. monocytogenes, (ii) la inhibicion de las
actividades PPO y POD, (iii) el TPC del extracto enzimatico estudiado y (iv) la
TAC de éste.

Empleando un disefio central compuesto con centros en las caras* (Figura 5.6),
se definié una matriz experimental compuesta por 16 experimentos (Tabla 5.1),
que permitid ensayar distintas combinaciones de concentracién, presion y
tiempo, tras fijarse un nivel maximo, minimo y central para cada factor. Los

niveles considerados fueron los siguientes:

0; 1,25y 2,5 % (p:v) para la concentracion de estevia; 300, 400 y 500 MPa

para el nivel de presion, y 5, 10 y 15 min para el tiempo de tratamiento.

Los valores maximos y minimos para cada factor se establecieron considerando
el poder edulcorante de las hojas de estevia, la cantidad maxima de éstas que se
admite en la formulacién de distintos alimentos (Savita et al., 2004) y las
caracteristicas del equipo disponible para el procesado por HHP (apartado
4.2.3).

* El disefio central compuesto consta de un disefio factorial 2%, completo o fraccionado, con 2k
puntos axiales y n puntos centrales, siendo k el nimero de factores considerados en el estudio. En
el caso concreto del disefio central compuesto con centros en las caras, la distancia entre el punto
central y los puntos axiales es igual a 1 (Montgomery, 1991).
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Disefio con 3 factores (k) y
3 niveles por factor

) Puntos factoriales: 2 — )
D Puntos axiales: 2 x k ‘
L) Punto(s) central(es) ®

9
»——» 22—
Figura 5.6 Disefio central compuesto con centros en las caras (Basado en:

Montgomery, 2004).

Tabla5.1 Disefio experimental.

Presion Tiempo Estevia
Combinacion MPa min % (prv)
1 500 15 0
2 400 15 1,25
3 500 5 2,50
4 500 15 2,50
5 300 10 1,25
6 400 5 1,25
7* 400 10 1,25
8 400 10 0
9 300 5 2,50
10 400 10 2,50
11 500 5 0
12 300 5 0
13 300 15 0
14 300 15 2,50
15 500 10 1,25
16* 400 10 1,25

* Punto central.
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El disefio experimental, el analisis de resultados y la optimizacion se realizaron
con ayuda del programa Statgraphics Centurion XV.II, version 11 (Statpoint

Technologies Inc., Virginia, EE. UU.).

El disefio se plante6 con 2 puntos centrales para estimar el error experimental y
reducir la varianza de las estimaciones. Ademas, el disefio se aplicd 2 veces
para garantizar la reproducibilidad de los resultados obtenidos. El orden de
ejecucioén de las 16 combinaciones que se muestran en la Tabla 5.1 se establecio

al azar, para cada repeticion por separado.

Los resultados obtenidos experimentalmente se aprovecharon para describir la
relacion existente entre los factores estudiados y las respuestas PPO, POD,
TPC, TEAC y ORAC. La descripcion se efectio ajustando los datos a un

polinomio de segundo orden (Ecuacion 5.4),

kJj-1

y= :BO + z ﬂixi + z ﬁl‘ixiz + Z z ﬂijxl-xj + € (EcuaCién 54)

j=2i<j

donde y representa la repuesta predicha (PPO, POD, TPC, TEAC u ORAC); k,
el nimero de factores de los que depende la respuesta; x; y x;, distintos factores
(concentracion de estevia, presion y tiempo); By, el término independiente; S;,
el coeficiente de regresion para los términos lineales; B;;, el coeficiente de
regresion para los términos cuadraticos; g;;, el coeficiente de regresion para los

términos de interaccion, y ¢, el error aleatorio asociado.

El ajuste se efectlo por regresion lineal multiple, usando el método de minimos
cuadrados. Los términos no estadisticamente significativos (pvaor > 0,05) se
eliminaron del polinomio tras un analisis de la varianza (ANOVA, por sus
siglas en inglés). Aprovechando las ecuaciones obtenidas, la optimizacion de la

estrategia combinada estevia/HHP se efectlo en base al valor de una funcion de
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deseabilidad global, teniendo en cuenta los criterios de optimizacion, que, en

concreto, eran los siguientes:
v" Minimizar la actividad enzimatica PPO y POD, y
v" Maximizar el TPC y la TAC del extracto estudiado.

La funcion de deseabilidad global incluye deseabilidades individuales para cada
respuesta y permite determinar qué combinacion de factores es la adecuada para
alcanzar un valor Optimo para todas las respuestas consideradas (Vera et al.,
2014). Con este objetivo, en la optimizacion se fijaron distintos puntos de
partida, considerando todas las posibilidades que ofrecia el programa empleado;
en concreto: el centro de la region experimental, el mejor punto del disefio,

todos los puntos del disefio, el mejor vértice y todos los vértices.

Los recuentos microbianos se utilizaron para validar la combinacion Optima, de

acuerdo con la legislacion vigente.
5.3  Resultados y discusion

5.3.1 Estudio del efecto de la estevia y de las altas presiones hidrostdticas
sobre la inactivacion microbiana, la actividad enzimadtica, el contenido total
de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante total del extracto
estudiado

En vista de los resultados obtenidos, el procesado por HHP resulté adecuado
para reducir la concentracion de L. monocytogenes en la matriz desarrollada.
Todas las combinaciones de presion y tiempo ensayadas resultaron capaces de
lograr la inactivacion parcial o total del indculo de partida, con mejores
resultados al aumentar el nivel de presion, el tiempo de tratamiento y la
concentracion de estevia (Tabla 5.2). En cualquier caso, el grado de inactivacion
obtenido al aplicar 300 MPa durante 15 min y 400 o 500 MPa durante 5, 10 o

15 min fue siempre superior a 5 ciclos logaritmicos, siendo este valor la
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reduccion minima exigida para las estrategias destinadas a garantizar la
seguridad microbiologica de zumos minimamente procesados o productos

similares (FDA, 2016).

Por otro lado, el procesado por HHP redujo la actividad enzimatica del extracto
estudiado. La actividad PPO y POD de las muestras sin estevia no tratadas fue
de 7,42 +£ 1,30 y 2,07 £ 0,69 Aabs/min/mL de extracto. La reduccion observada
dependio de la presion (Tabla 5.2).

En general, la actividad POD resultd mas resistente que la PPO al procesado en
ausencia de estevia. La diferencia observada a 500 MPa fue mayor que la
observada a 300 y 400 MPa. En cualquier caso, no se logré la inhibicion
completa de ninglin enzima, siendo 2,56 = 0,21 y 15,66 + 0,71 % los valores

mas bajos obtenidos para la R4 PPO y POD, respectivamente.

La efectividad del procesado mediante HHP para la inactivacion de enzimas
depende del propio enzima, del nivel de presion, del tiempo de tratamiento, de
la temperatura, del pH y de la composicion del medio (Hendrickx et al., 1998;
Chakraborty et al., 2014). No obstante, la resistencia de los enzimas es bien
conocida y se postula como uno de los inconvenientes que se asocia a la
aplicacion de HHP para alargar la vida ttil de los alimentos minimamente

procesados.

En la bibliografia hay trabajos que demuestran que los enzimas PPO y POD son
altamente resistentes a la presion (Quaglia et al., 1996; Garcia-Palazon et al.,
2004; Gonzalez-Cebrino et al., 2013; Liu et al., 2013; Rao et al., 2014). En
consecuencia, muchos autores proponen la aplicacion de HHP junto la adiciéon
de inhibidores enzimaticos. En este sentido, la adicion de estevia logro mejorar
el nivel de inactivacion enzimatica por presion. La adicion un 2,5 % (p:v) de
estevia supuso no detectar actividad POD posprocesado, cualesquiera que

fueran las condiciones de tratamiento (Tabla 5.2). Ademas, la adicion de estevia
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redujo la actividad PPO asociada a algunas combinaciones de presion y tiempo.
De acuerdo con los resultados, en presencia de un 2,5 % (p:v) de estevia, tras el
procesado a 500 MPa durante 15 min, se logré la inactivacion casi completa de
la PPO (98,13 %). Estos resultados demuestran que la infusion de hojas
estudiada contiene agentes antipardeamiento, que inhibieron las actividades
enzimaticas PPO y POD del extracto estudiado. Dicha capacidad podria estar
relacionada con la presencia de compuestos fenodlicos en las hojas de estevia
(Muanda et al., 2011). En relacion a esto, el TPC obtenido en presencia de
estevia fue considerablemente mayor que el TPC obtenido en ausencia de ésta
(Tabla 5.2). La adicion de estevia supuso, por tanto, un aporte de compuestos

fenolicos.

A mayor concentracion de estevia, mayor TPC, siendo éste el unico factor que
modificéd el TPC del extracto estudiado, puesto que no se detectaron diferencias
entre el TPC obtenido pre- y posprocesado por HHP. De acuerdo con Barba et
al. (2010), el TPC del extracto resulté independiente de la presion y del tiempo
de tratamiento (Tabla 5.2).

Teniendo en cuenta que el potencial antioxidante esta relacionado con su TPC,
de acuerdo con los resultados obtenidos para el TPC, la TAC del extracto
estudiado resulté dependiente sélo de la concentracion de estevia, observandose
que la adicion de un 2,5 % (p:v) de estevia aumento significativamente la TAC

del extracto estudiado (Tabla 5.2).

Finalmente, los valores “ORAC” fueron siempre mayores que los valores
“TEAC” (Tabla 5.2). De acuerdo con Zulueta et al. (2009), el método ORAC
proporcioné una mejor estimacion de la TAC del extracto estudiado porque, a
diferencia del método TEAC, permite determinar la accion de antioxidantes
hidrofilicos y lipofilicos, combinando en un solo valor el tiempo y la velocidad

de inhibicion del dafio oxidativo.
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5.3.2 Optimizacion de la concentracion de estevia y del procesado por altas
presiones hidrostdaticas para la obtencion de un producto vegetal
minimamente procesado, seguro a nivel microbiologico, estable a nivel
enzimdtico y optimo a nivel funcional

El procesado no térmico de los alimentos junto con el uso de conservantes
naturales ayuda a garantizar seguridad y estabilidad microbiologica, intentando
producir cambios minimos en las caracteristicas sensoriales, nutricionales y
funcionales del producto procesado. Para ello resulta fundamental escoger una
combinacion que minimice la concentracion microbiana y la actividad
enzimatica del producto, maximizando la retencion de propiedades sensoriales,

asi como de componentes nutricionales y bioactivos.

Mediante la RSM se optimiz6 la concentracion de estevia, el nivel presion y el
tiempo de tratamiento para minimizar las actividades PPO y POD y maximizar
el TPC y la TAC del extracto estudiado, teniendo en cuenta que debe reducirse
la concentracion de L. monocytogenes en al menos 5 ciclos logaritmicos. De
acuerdo con estos criterios, como se explica en el apartado 5.2.9, se determind

la combinacién optima de factores (Figura 5.7).

2,5 % (p:v)
estevia

453 MPa 5 min

9 <C

Figura 5.7 Valor optimo de los factores “concentracion de estevia”, “nivel de
presion” y “tiempo de tratamiento” para maximizar la calidad microbiologica,

enzimatica y funcional del extracto estudiado.

La deseabilidad asociada a dicha combinacion fue igual a 0,93. Su proximidad a

1 indica una conformidad casi total con los requerimientos impuestos para la
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optimizacion. Bajo esas condiciones, los valores predichos para las respuestas

optimizadas fueron los siguientes:
— RA PPO: 7,30 %
— RA POD: no detectada
— TPC: 4451,99 mg GAE/L
— TEAC: 29,70 mmol ET/L
— ORAC: 40,29 mmol ET/L

Para calcularlos se tuvieron en cuenta soOlo las relaciones estadisticamente
significativas (p,q.- < 0,05) entre los factores y las respuestas considerados para

la optimizacion. En concreto, las Ecuaciones 5.5-5.9 (+ minimo = 0,8603),
RAPPO = 46,257 — 0,086 X P (Ecuacion 5.5)

RAPOD = 40,842 — 2,144 X S — 0,051 X P — 5,264 x S?
+0,018xSxP

(Ecuacion 5.6)

TPC = 314,389 + 1655,040 X S (Ecuacion 5.7)
TEAC = 2,470 + 14,636 X S — 1,497 x S? (Ecuacion 5.8)
ORAC = 4,433 + 14,344 X S (Ecuacion 5.9)

donde S (%, p:v) representa la concentracion de estevia 'y P (MPa), la presion.

Adicionalmente, en vista de los resultados de inactivacion obtenidos (Tabla 5.2)
la combinacion Optima garantizaria la inactivacion de mas de 5 ciclos
logaritmicos de L. monocytogenes en el extracto estudiado. De acuerdo con
éstos, de hecho, podria llegar a alcanzarse una reduccion superior a 7 ciclos

logaritmicos.
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54  Conclusion
Los resultados obtenidos sugieren que combinar el uso de extractos acuosos de
estevia con el procesado por HHP podria ser una estrategia 0til para obtener

bebidas vegetales seguras y estables, mejorando su TPC y TAC.

Aplicar un 2,5 % (p:v) de estevia y 453 MPa, durante 5 min, resulté una
combinacion Optima para inactivar al menos 5 ciclos logaritmicos de
L. monocytogenes, maximizando el TPC y la TAC del extracto estudiado, al
tiempo que se minimizaron las actividades PPO y POD, hasta niveles no

alcanzados en ausencia de estevia.
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Actividad antimicrobiana del carvacrol y del citral en
medio de referencia

Reducir y controlar la concentracion de microorganismos alterantes y patégenos
en alimentos es clave para prevenir su deterioro y garantizar su inocuidad. Con
este doble objetivo se ha venido utilizando el procesado térmico, por ser una
tecnologia eficaz, versatil y sencilla. Actualmente, sin embargo, en vista de que
el consumidor demanda productos poco procesados, existe una marcada
tendencia hacia el uso de tecnologias alternativas, que proporcionen estabilidad
y seguridad, manteniendo la calidad de los alimentos frescos. Estas tecnologias
suelen combinarse con el almacenamiento refrigerado, porque su aplicacion no
consigue la esterilizacion de los alimentos, y con la adicién de conservantes,
porque es dificil asegurar una refrigeracion correcta y sin fallos hasta el

momento de consumo.

Por otro lado, el consumidor cada vez acepta menos la presencia de aditivos
sintéticos en los alimentos, puesto que considera que son potencialmente
nocivos para la salud. En consecuencia, hoy también se promueve el uso de
conservantes antimicrobianos de origen natural, que reduzcan la concentracion
o controlen el crecimiento de los microorganismos alterantes y patdogenos en los
alimentos minimamente procesados, al menos, durante el tiempo de vida util.
Entre ellos, destacan los de origen vegetal (frente a los de origen animal o

microbiano), principalmente, porque muchos son aromatizantes o saborizantes
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alimentarios permitidos, que ademas pueden tener efectos positivos sobre la

salud del consumidor (Davidson et al., 2015).

El primer objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana del
carvacrol y del citral, en medio de referencia, a distintas temperaturas, en
concentraciones no inhibitorias. Para ello se llevo a cabo un estudio cinético del
efecto observado, en base a pardmetros que describen el crecimiento de acuerdo
con la temperatura de incubacion y la concentracién de antimicrobiano
(Capitulo 1). Los estudios de este tipo son muy valiosos a nivel practico, porque
permiten prever y cuantificar la evolucion de cualquier microorganismo en
funcion de la concentracion de antimicrobiano y del resto de condiciones de
almacenamiento, ademas de aprovechar dosis efectivas minimas, interesantes

desde un punto de vista sensorial, para garantizar un procesado minimo.

El potencial antimicrobiano del carvacrol y el citral se evalud (i) frente a E. coli
K12, como sustituto no patégeno de serogrupos patdgenos de E. coli (como el
0157:H7, entre otros), y (ii) frente a L. innocua, como sustituto no patégeno de
L. monocytogenes. Ambos se escogieron considerando que los patégenos a los
gue sustituyen preocupan a las autoridades sanitarias y a los productores y

procesadores de alimentos (Behling et al., 2010; Newell et al., 2010).

La capacidad del carvacrol y del citral para inhibir el crecimiento o reducir la
supervivencia de hongos y bacterias ya ha sido anteriormente demostrada (Kim
et al., 1995; Chami et al., 2004; Periago et al., 2006; Veldzquez-Nufiez et al.,
2013). Sin embargo, existen muy pocos estudios en los que se cuantifique el
potencial antimicrobiano de concentraciones por debajo de la CMI, mediante
curvas de crecimiento y desarrollando o aplicando modelos matematicos
predictivos (Periago et al., 2004; Periago et al., 2006; Valero y Giner, 2006;
Esteban et al., 2013; Velazquez-Nufiez et al., 2013; Siroli et al., 2015). Con este

objetivo, se determind la CMI de carvacrol y citral para E. coli K12 y
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L. innocua, a distintas temperaturas, y se obtuvieron curvas de crecimiento en
presencia de hasta 8 concentraciones sub-CMI, segiin el microorganismo, la
temperatura y el antimicrobiano. Todas las curvas se ajustaron a la ecuacion

modificada de Gompertz y se calcul6 el valor de los parametros A y .

Comparando la CMI de carvacrol y citral obtenida en funcioén de la temperatura
(Tabla D.1) y de acuerdo con otros autores (Dorman y Deans, 2000), el
carvacrol resultdé mas efectivo que el citral, ya que sus valores fueron en general
mas bajos. Ademas, para cualquiera de las temperaturas ensayadas, ambos

fueron mas efectivos frente E. coli K12 que frente a L. innocua (Tabla D.1).

TablaD.1 Comparacion de la dosis minima inhibitoria de carvacrol y citral

(nL/mL) para los microorganismos estudiados a las temperaturas ensayadas.

Escherichia coli K12 Listeria innocua
Temperatura (°C)
carvacrol citral carvacrol citral
37 0,140 0,325 0,200 0,300
30 0,140 0,325 0,200 0,300
15 0,200 0,300 0,500 0,500
8 * * 0,500 1

* 4 8 °C no se detecto crecimiento de E. coli K12, ni siquiera en ausencia de carvacrol y citral.

Por otro lado, a dosis sub-CMI carvacrol y citral fueron capaces de ralentizar el
crecimiento de E. coli K12 y L. innocua, a 37, 30 y 15 °C, incrementando 4 y,
en términos generales, disminuyendo u,,;.. Ademas, para L. innocua, a 8 °C el

citral incremento el valor de A y ambos disminuyeron el valor de 4.

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales depende de su
composicion, de la naturaleza quimica de sus componentes y de los grupos
funcionales que éstos contengan (Dorman y Deans, 2000). No obstante, dicha

actividad se atribuye normalmente a los compuestos fenodlicos, como el
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carvacrol (Figura D.1), porque suelen ser mayoritarios en la composicion de

muchos aceites, ademas de muy activos (Dorman y Deans, 2000).

CH;

OH

H;C CH;

Figura D.1 Estructura quimica del carvacrol.

Considerando que los compuestos fenolicos actian sobre todo a nivel de
membrana, su potencial antimicrobiano se ha relacionado (i) con su afinidad por
las fases hidrofobas, (ii) con la presencia de grupos hidroxilo (~OH) y (iii) con
la presencia de anillos aromaticos. La importancia de los grupos —OH parece
estar relacionada con su facilidad para formar puentes de hidrogeno. Gracias a
ello, el carvacrol podria interactuar con partes polares de la membrana,
adquiriendo una orientacion optima de los anillos en el interior de la bicapa
lipidica y una interaccion mas fuerte, por union de su grupo —OH a un grupo
fosfato o a un enlace éster de la cabeza de los fosfolipidos que forman la bicapa

(Figura D.2) (Veldhuizen et al., 2006).
base nitrogenada

Grupo polar de
30000030% | e

Enlace éster

Grupo apolar
. de la cola
— Acidos grasos

Figura D.2 Estructura simplificada de un fosfolipido de membrana.
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Ademas, el grupo —OH del carvacrol le proporcionaria la capacidad de acumular
protones en el citoplasma, funcionando como un transportador transmembrana
de cationes monovalentes, capaz de intercambiar el protén de su grupo —OH por

cationes tales como el ion potasio (Figura D.3) (Ultee et al., 2002).

CARVACROL R
CHs R CHs

OH* :} OH*

) @ )
HsC CHs HsC CHs
T l
Ch % CHe
i ~OK' i ~OK*
H3C CH3 H3C CH3
exterior citoplasma

[ MEMBRANA CITOPLASMATICA I

Figura D.3 Mecanismo de accion del carvacrol como transportador de cationes

monovalentes a nivel de la membrana (Basado en: Ultee et al., 2002).

La acumulacién del carvacrol en las membranas y su accion como transportador
de protones explicaria como altera la estructura y funcion de las envueltas

celulares, y como consigue reducir o anular el gradiente de pH, reducir o anular
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el potencial eléctrico, disipar la fuerza proton-motriz, eliminar el flujo de
electrones transmembrana, impedir la sintesis de ATP, inhibir la sintesis de
flagelos, reducir la movilidad celular y, por ultimo, afectar al crecimiento o a la

supervivencia de los microorganismos (Ultee et al., 2002; Burt et al., 2007).

Por otro lado, la presencia del anillo aroméatico proporciona un sistema de
electrones deslocalizados altamente reactivos, que disminuyen la constante de
disociacion acida (pK,) de los grupos —OH vy, por lo tanto, que promueven la
desprotonacion del carvacrol en el citoplasma (Ultee et al., 2002; Ben Arfa et
al., 2006; Veldhuizen et al., 2006). Adicionalmente, en el caso del carvacrol
(que no posee sustituyentes muy voluminosos), el anillo aromético confiere a la
molécula una geometria practicamente plana, que podria facilitar su interaccion

con las células y su difusion a través de las membranas.

Al igual que el carvacrol, el citral posee una geometria plana, pero carece de
anillo aromético y de grupos —OH (Figura D.4). En consecuencia, el citral
podria acumularse en las membranas, pero no actuaria como transportador de
cationes monovalentes. Ademas, parece que la estereoquimica también puede
afectar al potencial antimicrobiano; de acuerdo con Dorman y Deans (2000), los
isdmeros cis son inactivos y el citral es una mezcla de isémeros cis/trans. Todo

esto explicaria por qué el citral resultdé menos efectivo.

CH, CH,
COH
AN X
COH
H,C CH;, H,C CH;
NERAL GERANIAL

Figura D.4 Estructura quimica de los dos isdmeros que componen el citral.
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Actividad antimicrobiana del asai y de la estevia en
medio de referencia

Una vez evaluada la actividad del carvacrol y del citral, se evalud el potencial
antimicrobiano de extractos procedentes de la fruta de asai y de las hojas de
estevia, frente a L. innocua (como sustituto no patéogeno de L. monocytogenes),
en medio de referencia, a distintas temperaturas (Capitulo 2). Con este objetivo
se obtuvieron también curvas de crecimiento a dosis sub-CMI, que se ajustaron
a la ecuacion modificada de Gompertz para calcular el valor de los parametros A
y Ui El asal y la estevia se escogieron fundamentalmente porque su actividad
antimicrobiana ha sido poco estudiada (nunca desde un punto de vista cinético),
porque su comercializacion estd en auge y porque ambos son alimentos con
propiedades bioactivas, que permitirian formular productos novedosos, libres de

aditivos antimicrobianos.

Para evaluar el potencial del asai se utiliz6 un extracto de bayas en polvo. Segiin
los resultados obtenidos, en las condiciones ensayadas, el asai podria inhibir o
controlar el crecimiento de L. innocua, pudiendo incrementar 4 hasta un valor
maximo de mas de 30 h, si se produce un ligero aumento de la temperatura de

refrigeracion (10 °C).

Para evaluar el potencial de la estevia se emplearon dos extractos de esteviol
glicdsidos e infusiones preparadas con distintas concentraciones de hojas secas.
Bajo las condiciones ensayadas, la actividad de la infusion fue mayor que la
actividad de los extractos. Ademas, la actividad de los extractos se relaciond
inversamente con el grado de pureza, no detectandose diferencias entre las
muestras sin estevia y las muestras con el extracto mas puro. En consecuencia,
es posible que el proceso de purificacion de esteviol glicosidos elimine aquellos
compuestos que podrian estar relacionados con la actividad antimicrobiana de la

estevia. En cualquier caso, el extracto crudo y la infusion de hojas controlaron
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el crecimiento de L. innocua, aumentando A y disminuyendo u,.;,; para el caso
concreto de la infusion, con independencia de la concentracion de estevia y de

la temperatura de incubacion.

Comparando los resultados obtenidos para el extracto de asai y la infusion de
estevia, a 37 °C, en medio referencia, frente a L. innocua, el asai resultd mas
efectivo, con una CMM del 1 % (p:v), mientras que un 2,5 % (p:v) de estevia no
resultoé letal, siendo ésta la concentracidn maxima ensayada de estevia en
infusion, por ser la maxima sensorialmente admisible de hojas de estevia (Savita
et al., 2004). No obstante, de acuerdo con lo dicho anteriormente, a dosis no
inhibitorias la infusion de estevia aumentd A y disminuyé u,.4., a diferencia del

asai, que sé6lo aumento 4.

En estudios con otros extractos vegetales la capacidad antimicrobiana de éstos
se ha relacionado con la presencia de compuestos fenolicos (Shan et al., 2007,
Lian et al., 2012) y, en particular, con la presencia de polifenoles (Kabuki et al.,
2000; Sakanaka et al., 2000; Esquenazi et al., 2002; Machado et al., 2002). Para
tratar de establecer un paralelismo entre los compuestos fenolicos y la actividad
antimicrobiana del asai y de la estevia, se determiné el TPC de muestras con un
1 % (p:v) de asai y el TPC de muestras de infusion de hojas de estevia al 2,5 %
(p:v). En vista de los resultados obtenidos, el TPC de las muestras de estevia fue
mayor que el TPC de las muestras con asai (3072,48 £+ 139,56 frente a 2154,91
+ 126,10 mg GAE/L). Considerando que un 1 % (p:v) de asai resultd mas
efectivo, segiin los valores de TPC obtenidos, la actividad antimicrobiana del
asai y de la estevia no so6lo depende del TPC, pudiendo depender también del
perfil especifico de compuestos fendlicos que tengan, asi como de la existencia

de otros compuestos.

Los compuestos fendlicos son compuestos organicos que presentan en su

estructura al menos un anillo aromatico con uno o varios grupos —OH. En lo
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referente a la actividad antimicrobiana destacan algunos polifenoles (Daglia,
2012). En concreto, los flavan-3-oles, los flavonoles y los taninos (Figuras D.5
y D.6), porque son muy activos, presentan un amplio espectro de accién y

tienen capacidad para suprimir factores de virulencia (Daglia, 2012).

FLAVAN-3-OL FLAVONOL

Figura D.5 Estructura quimica general de los flavan-3-oles y de los flavonoles.

OH
OH O \\\‘\©i

OH

o H . o H E:(
OH o

OH

OH

OH

OH

PROCIANIDINA B2

Figura D.6 Ejemplo de la estructura quimica de un tanino condensado.

En cuanto al mecanismo de accion de los polifenoles, se sabe que éstos pueden
unirse a adhesinas, dificultando la formacién de biopeliculas y la colonizacién
del hospedador (cuando se trata de patdgenos). Ademas, alteran la estructura de
la membrana citoplasmatica y, por ende, dificultan la retencién de compuestos,

la generacion de energia y la toma de nutrientes, mermada también por su
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habilidad para unirse a moléculas de todo tipo (Cowan, 1999; Daglia, 2012).
Los taninos, por ejemplo, pueden interaccionar con proteinas, complejarse con
polisacaridos y quelar iones metalicos (Scalbert, 1991). Adicionalmente, los
flavan-3-oles disminuyen la movilidad microbiana, mientras que los flavonoles

fomentan la agregacion celular (Daglia, 2012).

Considerando todos los resultados obtenidos en medio de referencia, carvacrol y
citral resultaron mas efectivos frente a L. innocua que los extractos de asai y
estevia estudiados. De acuerdo con los resultados obtenidos, a 37 °C, la CMI de
carvacrol y de citral para L. innocua fue 0,02 y 0,03 % (p:v), respectivamente.
Bajo las mismas condiciones de ensayo, la CMI de asai para L. innocua (1 %,
p:v) fue 33 veces mayor que la CMI de citral, mientras que la concentracién
maxima ensayada y sensorialmente admisible de hojas de estevia (2,5 %, p:v),
no siendo inhibitoria, fue unas 83 veces mayor que la CMI de citral. Con todo,
no hay que perder de vista que tanto el carvacrol como el citral son, por un lado,
compuestos cuya volatilidad e hidrofobicidad muchas veces dificulta su
aplicacion y disminuye su eficacia en alimentos, y por otro, que son compuestos
altamente puros, usados como aditivos aromatizantes o saborizantes, sin valor
nutricional. Las hojas de estevia y el asai, en cambio, son alimentos que afiaden
a sus caracteristicas nutricionales y funcionales, potenciales propiedades
antimicrobianas, que son ttiles en la conservacion de alimentos, para garantizar

la estabilidad e inocuidad microbiolégica.

No obstante, a nivel practico la eleccion de cualquier antimicrobiano siempre
depende del alimento (siendo especialmente importante el impacto sobre las
propiedades sensoriales), del microorganismo y de factores relacionados con el
procesado y el envasado del producto en cuestion. Por ejemplo, un aceite
esencial es mucho mas efectivo si se incluye en un material destinado a producir

un envase activo, mientras que los extractos de asai o estevia ejercen mejor su
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funcién en alimentos liquidos, como las bebidas a base de frutas, o con un cierto

grado de humedad, como es ¢l caso de las confituras o las mermeladas.

Actividad antimicrobiana de la estevia en una bebida a
base de frutas

El efecto de la interaccion entre compuestos justifica que la actividad
antimicrobiana de cualquier conservante se deba evaluar en las condiciones en
las que se pretende aplicar. De ahi el interés de realizar estudios en alimentos,
aunque éstos sirvan de base para el desarrollo de otros productos. En ocasiones
puede ocurrir que ciertas caracteristicas fisicoquimicas potencien, reduzcan o
anulen la actividad conservante. En este sentido, diversos estudios demuestran
que determinados componentes de los alimentos pueden reducir la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales (Holley y Patel, 2005; Hyldgaard et al.,

2012) y de las bacteriocinas (Génzle et al., 1999).

Una vez completado el estudio del potencial de distintos antimicrobianos de
origen vegetal en medio de referencia, se evalud el efecto de la estevia en una
bebida a base de zumos con mango, naranja, papaya, avena y estevia, afiadida
en forma de infusion, como un alimento mas en la formulacion del producto
(Capitulo 3). Citral y carvacrol no se consideraron en este estudio dada su
hidrofobicidad y volatilidad. Por otro lado, el asai tampoco se consider6, puesto
que en concentraciones por debajo de la CMI afectd solo a la fase de latencia,
mientras que la estevia afectd tanto a la fase de latencia como la velocidad de

crecimiento.

En el desarrollo de la bebida se tuvo en cuenta (i) que estd en auge la venta de
zumos enriquecidos con leche o productos similares; (ii) que el consumo regular

de zumos recién exprimidos resulta beneficioso para la salud; (iii) que en el
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mercado es dificil adquirir bebidas con zumos obtenidos a partir de fruta fresca;
(iv) que este tipo de alimentos se deteriora con facilidad; (v) que mango, naranja
y papaya son frutas ricas en antioxidantes, y (vi) que la avena es un alimento

rico en fibra y apto para intolerantes a la lactosa.

Ademas, se tuvo en cuenta que la estevia no se considera un aditivo, como si lo
son carvacrol y citral, y que su adicién en forma de infusién supondria, por un
lado, obtener un alimento sin azicares ni edulcorantes artificiales afiadidos
(efecto que no se conseguiria con el asai) y, por otro, incrementar la calidad
funcional de la bebida, ya que el consumo de estevia puede tener efectos
beneficiosos sobre la salud (Chatsudthipong y Muanprasat, 2009; Gupta ef al.,
2013).

En esta bebida se evaluo el efecto antimicrobiano de distintas concentraciones
de estevia (0,5; 1,5y 2,5 %, p:v), frente a L. monocytogenes, teniendo en cuenta
que puede contaminar los zumos y que este tipo de alimentos puede soportar el

crecimiento del patogeno (Benlloch-Tinoco ef al., 2015).

En vista de los resultados obtenidos, L. monocytogenes resultd incapaz de crecer
en la bebida formulada, incluso en ausencia de estevia y a temperatura 6ptima
de crecimiento (37 °C), a diferencia de lo observado en medio de referencia.
Este comportamiento podria deberse, por un lado, al pH de la bebida (4,65 +
0,05) y, por otro, a la presencia de compuestos antimicrobianos aportados por la
mezcla zumos. En la bibliografia, estudios recientes demuestran que los zumos
de mango, naranja y papaya tienen actividad antimicrobiana (Bansode y
Chavan, 2013; Manzoor et al., 2013; Youseif et al., 2014). En cualquier caso,
aunque no se detectara crecimiento, la adicion de un 2,5 % (p:v) de estevia
supuso ventajas adicionales, incrementando el valor del parametro de
inactivacion b de la distribucion de frecuencias de Weibull, inversamente

relacionado con el tiempo transcurrido hasta que tiene lugar la primera
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reduccion decimal, y directamente relacionado con la velocidad de inactivacion,

sobre todo a 10 °C.

El uso de conservantes a concentraciones subletales, como se propone en este
trabajo, es adecuado para mantener la calidad de los alimentos minimamente
procesados. Sin embargo, estas concentraciones pueden dar lugar a células
viables subletalmente danadas (Somolinos et al., 2009; Lim et al., 2013), que
son incapaces de crecer medios selectivos (Wu, 2008; Wesche ef al., 2009) y
cuyos mecanismos de resistencia pueden ser diferentes a aquellos de las células
intactas, llegando a comprometer también la inocuidad del producto. Por
consiguiente, cuantificar el dafno subletal producido mediante la incubacion en
presencia de estevia permitioé valorar con precision su potencial antimicrobiano.
Gracias a ello, se observo que la adicion de un 2,5 % (p:v) de estevia adelant6 y
acelero la inactivacion de las células intactas, aumentado la proporcion de
células muertas, y en algunos casos también la proporcion de células dafiadas,
durante el almacenamiento a distintas temperaturas. El dafio subletal producido
en presencia de estevia no se consider6 un riesgo debido a que todas las células

presentes en el alimento acabaron muriendo.

En definitiva, los resultados obtenidos demuestran que la adicion de estevia en
infusién podria ser una medida de control adicional de la supervivencia de
L. monocytogenes en bebidas similares a la bebida formulada, sobre todo a

temperaturas de ligero abuso en refrigeracion (10 °C).

Tratamiento por altas presiones hidrostaticas para la
estabilizacion de una bebida vegetal con estevia

La aplicacion conjunta de tecnologias no térmicas y de antimicrobianos de

origen vegetal es una de las posibles alternativas para alargar la vida util de
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alimentos minimamente procesados, sobre todo si se combinan tratamientos y
concentraciones con efectos sinérgicos, porque puede minimizarse su intensidad
y, por ende, el impacto sobre las caracteristicas fisicoquimicas, nutricionales y

bioactivas del producto en cuestion (Escobar ef al., 2014).

Entre las tecnologias de procesado no térmicas desarrolladas hasta la fecha
destaca la aplicacion de HHP. Esta tecnologia esta irrumpiendo con fuerza en el
sector industrial, siendo capaz de reducir la carga microbiana de los alimentos y
la accion de enzimas implicados en el deterioro, conservando en gran medida
todas las propiedades del producto, o incluso produciendo cambios interesantes

para el desarrollo de nuevos alimentos (San Martin et al., 2002).

Segtn los resultados del Capitulo 4, la aplicacion de HHP, sola y combinada
con la adicion de estevia, podria reducir la poblacion de L. monocytogenes en
mas de 5 ciclos logaritmicos, cumpliendo con los requerimientos de la FDA
para zumos de baja acidez (pH > 4,6) no sometidos a tratamientos térmicos
(FDA, 2016). En cualquier caso, la adicion de estevia increment6 la eficacia de
la tecnologia, aumentado la proporcion total de células muertas y dafiadas,
cuando habia células intactas, o la proporcion de células muertas, cuando sélo
quedaban dafadas. Ademads, en presencia de estevia aumento6 la velocidad de
inactivacion de L. monocytogenes durante el almacenamiento posprocesado a
distintas temperaturas. Del mismo modo, considerando también los resultados
obtenidos en el Capitulo 3 (para la bebida con y sin estevia almacenada a
distintas temperaturas), la aplicacion de HHP mejoro la eficacia de
antimicrobiana de la estevia, reduciendo la concentracion de células viables en
la bebida a tiempo 0 y aumentando la velocidad de inactivacion durante el

almacenamiento posprocesado a distintas temperaturas.

Comparando los valores de b obtenidos en los Capitulos 3 y 4 se demuestra que

la combinacién estevia/HHP tuvo efectos sinérgicos sobre la inactivacion de
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L. monocytogenes, llegandose a obtener un valor de b casi 3 oOrdenes de
magnitud mayor durante el almacenamiento a 10 °C, combinando la adicion de

un 2,5 % (p:v) de estevia con el procesado a 300 MPa, 3 min.

Finalmente, teniendo en cuenta que la estabilidad enzimatica y las propiedades
bioactivas de los alimentos también son importantes en el contexto de los
alimentos minimamente procesados, se optimizd la estrategia de conservacion
estevia/HHP, evaluando su efecto sobre L. monocytogenes, las actividades
enzimaticas PPO y POD, el TPC y la TAC de una matriz obtenida a partir del

zumo de mango, naranja y papaya (Capitulo 5).

En la Figura D.7 se muestra la influencia de los factores considerados sobre las
respuestas actividad enzimatica, TPC y TAC. Como se observa en la figura,
incrementar la concentracién de estevia o el nivel de presion redujo las
actividades enzimaticas PPO y POD. Algunas de las combinaciones ensayadas
permitieron la inactivacion completa de la POD y reducciones considerables de
la PPO (> 95 %), aunque el efecto de la estevia fue estadisticamente
significativo sélo en el caso de la POD (pyaior < 0,05). Por otro lado, la adicién
de estevia incrementd significativamente el TPC y la TAC de la matriz
estudiada (pyaior < 0,05).

En conjunto, estos resultados sugieren que la combinacién de extractos acuosos
de estevia con el procesado por HHP podria ser atil para obtener bebidas
vegetales listas para el consumo, inocuas, estables y con propiedades bioactivas
mejoradas. La combinacidn éptima de pardmetros de proceso, de acuerdo con
los resultados obtenidos, seria la siguiente: 2,5 % (p:v), para la concentracion de
estevia; 453 MPa, para el nivel presion, y 5 min, para el tiempo de tratamiento.
En esas condiciones podrian llegar a inactivarse al menos 5 ciclos logaritmicos
de L. monocytogenes, consiguiendo minimizar las actividades enzimaticas

estudiadas y maximizar el TPC y la TAC del producto procesado.
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Figura D.7 Efecto del nivel de presion (P), del tiempo de tratamiento por HHP
(f) y de la concentracion de estevia (estevia) sobre la actividad relativa (RA)
polifenoloxidasa (PPO) y peroxidasa (POD), el contenido total de compuestos
fenolicos (TPC) y la capacidad antioxidante total del extracto estudiado (TEAC
y ORAC). El asterisco sefiala las influencias que fueron estadisticamente

significativas (p,.0- < 0,05).
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Del conjunto de resultados que se han incluido en la presente tesis pueden

extraerse las siguientes conclusiones:

e En medios de referencia, carvacrol, citral, asai y estevia fueron capaces de
causar la muerte, inhibir o ralentizar el crecimiento de bacterias sustitutas
de patogenos de transmision alimentaria. La capacidad antimicrobiana
resultd dependiente del tipo y de la concentracion de antimicrobiano, del
microorganismo y de la temperatura. A 37 °C, la CMI de carvacrol, citral y
asai para L. innocua fue 0,02; 0,03 y 1 % (p:v), respectivamente. Sin
embargo, en las mismas condiciones la concentracion maxima ensayada y
sensorialmente admisible de hojas de estevia (2,5 %, p:v) no resulto

inhibitoria.

e (Carvacrol y citral fueron capaces de ralentizar el crecimiento de E. coli
K12 y de L. innocua, a 37, 30 y 15 °C, incrementando 4 y, en términos
generales, reduciendo u,,;.. Comparando ambos compuestos, el carvacrol
resultd mas efectivo ya que sus valores de CMI fueron en general mas
bajos. De acuerdo con estos valores, para cualquiera de las temperaturas
ensayadas se observd que carvacrol y citral fueron mas efectivos frente

E. coli K12 que frente a L. innocua.

e  Por otro lado, el asai fue capaz de inhibir o controlar el crecimiento de
L. innocua bajo las condiciones ensayadas, pudiendo incrementar A hasta
un valor maximo de mas de 30 h, a 10 °C y, por lo tanto, si se produce un

ligero abuso de la temperatura de refrigeracion.

165



Conclusiones

e En el caso de la estevia, la actividad antimicrobiana de la infusion fue
mayor que la de los extractos estudiados, demostrandose que la infusion
ralentizo el crecimiento de L. innocua, aumentando A y disminuyendo [max
con independencia de la concentracion de estevia y de la temperatura de

incubacioén.

e En una bebida a base de zumos, la adicién de un 2,5 % (p:v) de estevia
demostr6 ser una medida de control adicional de la supervivencia de
L. monocytogenes, aumentando la proporcion total de células muertas y
dafiadas durante el almacenamiento a distintas temperaturas. Ademas, con
respecto a la bebida sin estevia, la transformacion de células intactas a

dafiadas y de dafiadas a muertas fue mas rapida.

e Laaplicacién de HHP en la bebida con y sin estevia (2,5 %, p:v) redujo la
concentracién de L. monocytogenes en mas de 5 ciclos logaritmicos, hasta
niveles seguros de acuerdo con la legislacion vigente para bebidas

similares.

e Laadicion de un 2,5 % (p:v) de estevia aumento la eficacia antimicrobiana
de las HHP, durante el procesado, produciendo mas muerte para un mismo
tratamiento en ausencia de estevia. Ademas, combinar la adicion de estevia
con el procesado por HHP tuvo un efecto sinérgico, tal como se deduce de

la velocidad de inactivacion durante el almacenamiento posprocesado.

e El tratamiento por HHP en presencia de un 2,5 % (p:v) de estevia produjo
que la transformacion de células intactas a dafiadas y de dafiadas a muertas
fuera mas rapida, con respecto a la bebida tratada sin estevia, y a la bebida

sin tratar conteniendo estevia.

e En un extracto obtenido a partir de zumos de fruta, la aplicacién de HHP

junto con la adicion de un 2,5 % (p:v) de estevia redujo la actividad de
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enzimas oxidativas implicadas en el deterioro de los alimentos e

incremento la capacidad antioxidante.

e Las condiciones optimas de procesado mediante HHP para maximizar la
inactivacion de L. monocytogenes, la estabilidad enzimatica y la capacidad
antioxidante del extracto estudiado fueron: 453 MPa, 5 min y un 2,5 %

(p:v) de estevia.

En resumen, los antimicrobianos ensayados mostraron actividad frente a
bacterias sustitutas de patoégenos de transmision alimentaria, asi como frente a
L. monocytogenes. Por consiguiente, se podrian considerar medidas de control
adicionales en caso de que se produzca un fallo en la cadena de frio. En el caso
particular de la estevia, su uso conjunto con el procesado mediante HHP podria
garantizar la seguridad microbioldgica, aumentar la estabilidad enzimatica y
mejorar la calidad funcional de bebidas vegetales minimamente procesadas,

listas para el consumo, sin azicares ni edulcorantes afiadidos.
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