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RESUMEN

El uso de antimicrobianos naturales procedentes de plantas, animales y
microorganismos, ha sido propuesto como estrategia valida frente a algunos
de los mas relevantes patdgenos de interés en alimentos. Ante la necesidad
de realizar un uso eficiente y sostenible de los recursos, el uso de compuestos
naturales procedentes de algas emerge actualmente como una valiosa
alternativa para dar solucién a los muchos problemas tecnoldgicos, de salud
y alimentacion a los que se enfrenta la sociedad creciente de nuestros dias.
Los resultados de este trabajo revelan el potencial bacteriostatico y bactericida
obtenido in vitro para el compuesto fucoidan del alga Fucus vesiculosus frente
a Listeria monocytogenes. El potencial antimicrobiano de este compuesto
resultd significativamente dependiente de la concentracion [5-1000] ug/mL, de
la temperatura [8-37] °C de incubacién, y del tiempo de exposicion [0-12] dias.
Los valores de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) y Concentracién
Minima Bactericida (MBC) para el fucoidan en medio de referencia (Mueller-
Hinton Broth) fueron de 5y 100 pg/mL respectivamente, a 37 °C. A la
temperatura de refrigeracion, la MBC para este compuesto bioactivo en zumo
de manzana fue de 1000 pg/mL.

RESUM

L'Gs d’antimicrobians naturals procedents de plantes, animals i
microorganismes ha estat proposat com una estratégia apropiada per fer front
a molts dels microorganismes patogens de major rellevancia en aliments. Amb
la necessitat de fer un Us eficient y sostenible dels recursos, I'is de compostos
naturals procedents d’algues sorteix avui com una valuosa alternativa per
donar solucié a molts del problemes tecnologics, de salut, i d"alimentacio als
gue s’enfronta la poblacié creixent dels nostres dies. Els resultats d aquest
treball revelen el potencial bacteriostatic i bactericida obtingut in vitro per al
compost fucoidan procedent del alga Fucus vesiculosus front Listeria
monocytogenes. El potencial antimicrobia d’aquest compost va resultar
significativament dependent tant de la concentracié [5-1000] pg/mL, com de
la temperatura [8-37] °C, i del temps d’exposicié [0-12] dies. Els valors de
Concentraci6 Minima Inhibitoria (MIC) i Concentraci6 Minima Bactericida
(MBC) per al fucoidan en el medi de referencia (Mueller-Hinton Broth) foren
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de 5i 100 pg/mL, respectivament a 37 °C. A la temperatura de refrigeracio la
MBC per a aquest compost bioactiu en suc de poma va ser de 1000 pg/mL.

ABSTRACT

The use of natural antimicrobials derived from plants, animals and
microorganisms, has been proposed as a valid strategy against the most
relevant foodborne pathogens. Considering the need to carry out an efficient
and a sustainable use of resources, the use of natural compounds from algae
emerges as a valuable alternative to solve most of the technological, health,
and alimentary problems that the growing population faces nowadays. The
results in this research work reveal the bacteriostatic and bactericidal in vitro
potential of fucoidan from the algae Fucus vesiculosus against Listeria
monocytogenes. The antimicrobial potential of this compound was significantly
dependent on the concentration [5-1000] ug/mL, the temperature [8-37] °C,
and the exposure time [0-12] days. At 37 °C, in reference medium (Mueller-
Hinton Broth), the fucoidan Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) values were 5 and 100 pg/mL
respectively. At refrigeration temperature the MBC of this bioactive compound
in apple juice was 1000 pg/mL.

PALABRAS CLAVE: Fucoidan, Fucus vesiculosus, Phaeophyceae, Listeria
monocytogenes, zumo de manzana, antimicrobiano.



INTRODUCCION

A nivel mundial, millones de personas enferman y muchas de ellas mueren
al consumir alimentos contaminados con microorganismos patdégenos
causantes de enfermedades de transmision alimentaria (Kim et al., 2017).
Segun recientes informes emitidos por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), anualmente se producen hasta 600 millones de casos de
enfermedades de transmision alimentaria y 420 mil muertes en todo el mundo
(WHO, 2014; Dawoud et al., 2017).

El gran nimero de casos de enfermedades transmitidas por alimentos,
particularmente aquellas causadas por bacterias, parasitos, y virus genera
una gran preocupacion en la comunidad cientifica, e industrial, a nivel
internacional, impulsando la puesta en marcha de politicas e investigaciones
innovadoras que sean capaces de prevenirlas y controlarlas.

Entre los microorganismos patégenos alimentarios de mayor interés en
nuestros dias destaca Listeria monocytogenes. Se trata de un patdégeno
responsable de crecientes problemas en las industrias alimentarias de todo el
mundo (Liu et al., 2016) debido a sus particulares caracteristicas: puede
sobrevivir en un amplio rango de temperaturas (2 - 45 °C), pH (4.0 - 9.6), y
alta salinidad (de hasta un 10%) (Gandhi y Chikindas, 2007; Smith et al., 2013;
Colagiorgi et al., 2016). Ademas, este microorganismo es capaz de sobrevivir
y proliferar bajo condiciones de refrigeracion (2 - 4 °C), algo que junto a su
capacidad de formar biofilms, representa el principal problema de control para
la industria alimentaria (Abeysundara et al., 2017; FDA, 2012).

L. monocytogenes ha sido aislada fundamentalmente de alimentos frescos
(vegetales, zanahorias, pepinos, calabaza, lechuga, y frutas), quesos blandos,
productos lacteos, patés y salchichas, pescado ahumado, mariscos,
ensaladas, productos "delicatessen”, vegetales, zumos y de productos
refrigerados listos para el consumo (ready-to-eat, RTE), es decir, productos
gue se consumen directamente sin cocinar (Buchanan et al., 2017; EFSA,
2015; FDA, 2012; Vazquez-Boland et al, 2001), o pasteurizados -
refrigerados. Ademas, la prevalencia de este microorganismo en los productos
RTE, se encuentra entre el 1%y el 13% (Jofré etal., 2016).

Las manifestaciones de la infeccion por L. monocytogenes dependen de
varios factores, entre ellos, las caracteristicas del huésped, la dosis ingerida
y, la virulencia de la cepa considerada. En este sentido, L. monocytogenes
puede causar dos tipos de enfermedades al ser humano. Una es la
enfermedad gastrointestinal no invasiva, que en adultos saludables con
sistemas inmunitarios intactos generalmente se resuelve sin consecuencias
graves (FDA, 2012), puede no presentar sintomas o presentar sintomas leves,
entre ellos, fiebre, dolores musculares, nauseas, vomitos y algunas veces
diarrea, causando gastroenteritis febril aguda. En las poblaciones vulnerables,
incluyendo, ancianos, nifios, mujeres embarazadas, y adultos con sistemas
inmunolégicos debilitados como receptores de trasplantes, pacientes de
cancer y VIH (Colagiorgi et al., 2016; ECDC, 2016), se presenta la forma mas
severa de la enfermedad, la listeriosis invasiva. Esta manifestacion de la



enfermedad ocurre como resultado del fracaso de la inmunidad mediada por
células a nivel del higado, lo que conduce a bacteriemia e invasion de otros
organos (Goulet et al.,, 2012). Las manifestaciones clinicas de la enfermedad
invasiva con una elevada tasa de mortalidad son: septicemia, propagacion de
la infeccidn al sistema nervioso causando meningitis, aborto involuntario, y
muerte fetal (Silk etal., 2012; Jackson et al., 2010).

De acuerdo a los ultimos datos publicados por el Centro Europeo para la
Prevencion y Control de Enfermedades (ECDC), la listeriosis ha presentado
una tasa de aumento constante en el periodo 2010-2015. En el 2015 se
notificaron 2206 casos confirmados de esta infeccion, incluyendo 270 muertes
con una tasa de 0,46 casos por 100 000 habitantes. Para este mismo afio, la
listeriosis resultdé ser la infeccibn por zoonosis con mayor tasa de
hospitalizacién y mortalidad a nivel Europeo (EU), con un 974 % y 17,7 %
respectivamente (ECDC, 2016). En Estados Unidos se reportan alrededor de
2500 casos de listeriosis por afio, con una tasa de mortalidad entre el 20 %y
30 % (Zhu et al., 2017). Algunos de los mas recientes casos de listeriosis
grave se han dado en los dltimos afios, asociados al consumo de vegetales y
frutas frescas o minimamente procesadas: apio en Texas (2010), consumo de
meldon contaminado en Colorado (2011) y, recientemente, el brote asociado al
consumo de manzanas de caramelo en California (2014) (Zhu et al., 2017).

La capacidad de este patdgeno para formar biofilms en las pieles de frutas
y vegetales (Abeysundara et al., 2017), generando de esta manera
contaminacion cruzada, o su capacidad de persistir en los zumos una vez
macerada la fruta, incrementan el riesgo de que las células no inactivadas
durante el proceso de pasteurizacion persistan durante el periodo de
almacenamiento y/o comercializacion en frio de este tipo de productos
vegetales, saludables, y de gran atractivo para el consumidor.

En este contexto resulta especialmente importante la prevencion y el
control de L. monocytogenes en productos frescos y minimamente
procesados, comercializados en refrigeracion, que todavia hoy representan
un reto importante en seguridad alimentaria.

Antimicrobianos naturales

El uso de antimicrobianos es una practica comun en la industria
alimentaria. Los antimicrobianos son compuestos quimicos que estan
naturalmente presentes, o que son afiadidos a los alimentos, envases de
alimentos, superficies de contacto con alimentos o entornos de procesamiento
de alimentos, para inhibir el crecimiento microbiano o eliminar completamente
los microorganismos (AINIA, 2015). Este tipo de aditivo alimentario permite la
conservacion y prolongacion de vida uatil de los alimentos, mediante la
inhibicion o inactivacion del crecimiento de microorganismos patdégenos y
alteradores (Davidson et al., 2015).

En este contexto, ante la necesidad de actuar de modo efectivo frente a la
persistencia de los microorganismos patégenos en la industria alimentaria y
combatir de modo eficiente la resistencia a los antibiéticos que estos mismos
patogenos estan adquiriendo (Lungu et al, 2011), destaca la urgente
necesidad de investigacién de nuevos compuestos antimicrobianos que sean



realmente eficaces, de origen natural y cuya obtencion y uso resulten
sostenibles. Para estos nuevos compuestos antimicrobianos, se exige su
caracter natural, que sustente el desarrollo y la formulacién de productos
frescos, minimamente procesados,y libres de conservantes sintéticos (USDA-
ERS, 2016) “clean label”, respondiendo a la demanda creciente del
consumidor actual, bien informado y preocupado por su salud.

En este sentido, la comunidad cientifica internacional se centra desde hace
afos [2005-2016] en el estudio de compuesto bioactivos naturales que
puedan prolongar la vida util los alimentos perecederos, y garantizar su
seguridad microbiolégica, mejorando el valor nutricional y organoléptico del
producto final.

Antimicrobianos de origen marino

Los antimicrobianos naturales han sido identificados y aislados de diversas
fuentes que incluyen animales, plantas, hierbas, frutas, semillas, bacterias,
hongos y organismos protistas (algas) (Gyawali y Ibrahim, 2014; Jaiswal y
Jaiswal, 2014). Recientemente, los compuestos obtenidos a partir de algas
han recibido una gran atencion como origen de nuevas sustancias
antimicrobianas, representando un nicho de investigacion en nuestros dias
(Shannon y Abu-Ghannam, 2016; Pina-Pérez et al., 2017).

El potencial antimicrobiano de este tipo de compuestos bioactivos
obtenidos a partir de las diferentes clases de algas Phaeophyceae (pardas),
Rhodophyceae (rojas), Chlorophyceae (verdes), Chrysophyceae (doradas) y
Bacillariophyceae (diatomeas) (figura 1) ha sido identificado por diversos
grupos de investigadores, frente a bacterias patdogenas (Gyawali y Ibrahim,
2014).
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FIGURA 1. Ejemplos de diferentes clases de Algas. A. Rhodophyceae B. Phaeophyceae C.
Chlorophyceae D. Chrysophyceae E. Bacillariophyceae

El efecto antimicrobiano de las algas ha sido atribuido a diferentes tipos de
compuestos, entre ellos, polisacaridos, terpenos, acidos organicos
aromaticos, 4cidos grasos poliinsaturados, proteinas y péptidos contenidos en
los extractos algares (Qiao, 2010; Shannon y Abu-Ghannam, 2016). Estudios
recientes llevados a cabo por Salem et al., (2011) demuestran la efectividad
de diferentes extractos de algas pardas (Cystoesira myrica, Cystoesira
trinodis, Padina gymnospora, Sargassum dentifolium y Sargassum hystrix);



rojas (Actinotrichia fragilis) y verdes (Caulerpa racemosa y Codium fragile)
frente a un amplio rango de bacterias Gram positivas (S. aureus y B. cereus)
y Gram negativas (E. coli, E. feacalis, Salmonellasp. y P. aeruginosa).

Polisacéaridos extraidos de algas: fucoidan

Los polisacaridos son moléculas biologicas constituidas por polimeros de
monosacaridos unidos mediante enlaces glucosidicos, cuya funcién principal
es estructural y de reserva (Dumitriu, 2004). Diversos estudios postulan como
mecanismo de accidn antibacteriana de los polisacaridos obtenidos a partir de
algas, la alteracion de la pared celular y membrana citoplasmatica bacteriana,
ocasionada por la unién del polisacérido a receptores de glicoproteina en la
superficie celular, hecho que desencadena la ruptura de la membrana y la
fuga de material citoplasmatico. Ademdas, se han observado efectos
antimicrobianos asociados a la ruptura del ADN bacteriano debido a la unién
del mismo con el polisacarido algal (He et al., 2010; Shannon y Abu-Ghannam,
2016). Los polisacaridos obtenidos a partir de algas, especialmente los
polisacaridos sulfatados como el fucano y la laminarina han sido utilizados con
éxito en diversas aplicaciones farmacéuticas y dietéticas. Por ejemplo, en la
administracion de antibioticos orales para inhibir el crecimiento de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Yu et al., 2015), asi como también
para evitar la adhesion de biofilms de Helicobacter pylori en la mucosa géastrica
(Besednova et al., 2015).

Especificamente, las algas pardas del género Phaeophyceae, son muy
ricas en polisacaridos, acidos alginicos, laminarinas y fucanos sulfatados,
principalmente, el fucoidan. Este Ultimo compuesto, el fucoidan, se encuentra
en las paredes celulares de las algas pardas representando entre el 5% y el
40% del peso seco de este material vegetal (Silva et al., 2012). El compuesto
fucoidan, es un tipo de carbohidrato sulfatado rico en fucosa y pequefias
proporciones de galactosa, manosa, xilosa, glucosa y acidos uronicos (Padua
et. al, 2015). Su estructura quimica es compleja (figura 2) y varia de acuerdo
a la especie de alga marina de la que procede.

Numerosas publicaciones han demostrado las propiedades beneficiosas
del fucoidan como anticoagulante, antitrombdtico, antiviral, antitumoral,
inmunomodulador, antioxidante y antiinflamatorio (Wang et al.,, 2010; De
Jesus Raposo et al.,, 2015). Estas propiedades pueden variar, en mayor o
menor intensidad en funcion del tamafio molecular, el grado de sulfatacion, y
de la geometria molecular del compuesto (Silva et al., 2012). Sin embargo, el
potencial antimicrobiano del fucoidan, aunque prometedor, permanece hoy
todavia escasamente estudiado frente a patégenos de origen alimentario.
Marudhupandi y Thangappan (2013) evaluaron la capacidad antimicrobiana
del fucoidan extraido de Sargassum wightii frente a dos patdgenos Gram
negativos de origen alimentario, Salmonellatyphiy Vibrio cholerae obteniendo
resultados efectivos, con valores de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)
de 250y 31.25 pg/mL, respectivamente.
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FIGURA 2. Estructura quimica del fucoidan
Fuente: Silva et al., 2012

Ahora bien, enlo que se refiere a la capacidad antimicrobiana del fucoidan
frente a L. monocytogenes, aun no se ha reportado ningun tipo de resultado.

OBJETIVOS

El objetivo principal del presente estudio es determinar la capacidad
antimicrobiana in-vitro del compuesto fucoidan del alga Fucus vesiculosus
frente a Listeria monocytogenes. Para ello se plantean los siguientes objetivos
especificos:

a. Estudiar el comportamiento al crecimiento de Listeria monocytogenes
en medio de referencia suplementado con fucoidan a distintas
concentraciones, en el intervalo 5-1000 pg/mL, y bajo diferentes
temperaturas de incubacion, 8 y 37 °C.

b. Determinar la influencia que las variables concentracion, temperatura
y tiempo de incubacion ejercen en la capacidad antimicrobiana del
compuesto fucoidan frente a L. monocytogenes.

c. Validar los resultados obtenidos en medio de referencia utilizando un
sustrato real, zumo de manzana pasterizado y sometido a
refrigeracion, descrito como de riesgo por posible supervivencia de L.
monocytogenes.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismo
En el presente estudio se utilizé la cepa Listeria monocytogenes CECT911

proporcionada por la coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT). El cultivo
liofilizado se re-vivié siguiendo para ello las instrucciones proporcionadas por



la CECT (figura 3). El contenido liofilizado de la capsula fue disuelto en 0.2 mL
de Caldo Triptona Soja (Tryptic Soy Broth, TSB) (SCharlab, Barcelona, Spain)
y fue posteriormente transferido a 10 mL de TSB, e incubado en condiciones
de agitacion constante a 37 °C, durante 30 min. A continuacion, el cultivo se
dispuso en un matraz de 400 mL conteniendo TSB estéril, que fue incubado a
37 °C durante 16 h en agitacion constante (200 rpm) hasta alcanzar fase
estacionaria. Pasado este tiempo, el cultivo se repartié en tubos de centrifuga
(250 mL) y se procedio a la centrifugacion (4000 x g, 15 min, 4 °C) para
separar el sobrenadante de la masa celular (precipitado). Se deseché el
sobrenadante.

Las células recogidas por centrifugacién fueron re-suspendidas en TSB
estéril, garantizando asi el lavado de las mismas (por duplicado). Tras la
segunda centrifugacion, las células fueron re-suspendidas en 20 mL de caldo
TSB estéril y dispensadas en viales estériles de criocongelacién de 2 mL,
conteniendo TSB suplementado con glicerol al 20 %, en relacion [1:1] (1 mL
de suspension celular; 1 mL (TSB+glicerol)). Los viales de 2 mL fueron
inmediatamente congelados a -80 °C constituyendo asi el stock de trabajo
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FIGURA 3. Esquema del proceso de constitucion del stock de L. monocytogenes a partir del
licfilo de la CECT.



cuya concentracion y pureza fue determinada mediante recuento en placa
utilizando Agar Triptona Soja (Tryptic Soy agar, TSA) (Scharlab S.A,,
Barcelona, SPAIN) y agar selectivo PALCAM (Scharlab, Barcelona, Spain). La
concentracién final del stock fue de 5+0.8x10° UFC/mL.

Preparacion de las suspensiones conteniendo fucoidan

El compuesto fucoidan utilizado en el presente estudio procede del alga
Fucus vesiculosos, especie perteneciente al género Phaeophyceae (algas
pardas), suministrado en polvo (blanco; inodoro) por la empresa SigmaAldrich
(Sigma-Aldrich, Inc, USA) (Referencia: F8190-500) con pureza 295% (figura
4).

F31-256
Fucoidan from Fucus
vesiculosus

FIGURA 4. Fucoidan procedente del alga Fucus vesiculosus (Sigma-Aldrich Inc., USA)

Como sustrato de referencia se utilizd6 Caldo Mieller Hinton (Mieller Hinton
Broth, MHB) (Scharlab, Barcelona, Spain), ampliamente elegido en los
estudios de determinacidon de sensibilidad a antimicrobianos ya que garantiza
una buena reproducibilidad en los resultados inter-laboratorios, destacada la
sencillez en su composicion, y el bajo contenido en compuestos que podrian
antagonizar con la actividad de los compuestos antimicrobianos a evaluar
(Igbal et al., 2013)

Se prepard una suspension madre de fucoidan a una concentracion de
5000 pg/mL en MHB, esterilizada mediante filtracion utilizando filtros de 0.20
pm (Sigma-Aldrich, Inc, USA) (Minisart filters-Referencia 16534-K). Dicha
suspension madre fue dividida en alicuotas mantenidas en congelacion a -20
°C, y que fueron utilizadas en cada una de las sesiones de trabajo.

En cada sesion de trabajo, y partiendo de la solucion madre, se prepararon
suspensiones de fucoidan en MHB estéril, a las concentraciones 5, 10, 50,
100, 200, y 1000 pg/mL, en tubos estériles de 20 mL (por triplicado, tres tubos
por concentracion).

Inoculacién e incubacidon de las suspensiones

Una vez preparadas las suspensiones conteniendo fucoidan, se procedi6
a inocular L. monocytogenes en las mismas, partiendo para ello de los viales
de L. monocytogenes mantenidos en stock. La concentracién media con la
que se iniciaron los ensayos de capacidad antimicrobiana fue de 4.5x104
UFC/mL.



Como suspension control se consideré aquella preparada en MHB,
inoculada con L. monocytogenes, no suplementada con fucoidan, y que
permite monitorizar el crecimiento de este patdgeno en condiciones de
referencia.

Se prepararon también soluciones blanco de MHB carentes de indculo,
tanto para el control como para las suspensiones conteniendo fucoidan a las
distintas concentraciones.

Todas las suspensiones preparadas fueron mantenidas a 37 °C,
temperatura Optima de crecimiento para L. monocytogenes, y a 8 °C,
temperatura de ligero abuso en refrigeracion a la que también puede crecer
esta bacteria (Colagiorgi et al., 2016). El periodo completo de incubacion fue
de 7 dias a 37 °Cy de 12 dias a 8 °C.

Cinéticas de crecimiento/inactivacion en presencia de fucoidan

Para registrar el crecimiento bacteriano en el tiempo se realizaron
mediciones espectrofotométricas (ODsso nm) y recuentos bacterianos en placa
(Qiao, 2010).

A intervalos regulares de tiempo (0, 1, 2, 3, 5, 7 dias; 37 °C); (0, 1, 2, 3, 5,
7, 12 d; 8 °C) se extrajeron alicuotas y se procedi6 a la realizacion de las
correspondientes mediciones espectrofotométricas (ODsso nm). Las
suspensiones “blanco” se utilizaron como autozero en el equipo. Dichas
suspensiones “blanco” estériles, se monitorizaron al inicio de los ensayos (t=
0 h) y durante el periodo completo de incubacion, para verificar la estabilidad
de la matriz a lo largo del tiempo.

Paralelamente, se extrajeron alicuotas y se procedio a realizar diluciones
seriadas en agua de peptona tamponada (Bufferend Peptone Water, BPW)
(Scharlab, Barcelona, Spain) (1:1000 (p/v)) y siembra en placa de TSA por
duplicado. Las placas se mantuvieron a 37 °C durante 48 h y se procedio
posteriormente al recuento bacteriano (UFC/mL).

Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado, con tres repeticiones
independientes y tres réplicas por repeticion.

Los resultados de crecimiento/inhibicion/muerte obtenidos para L.
monocytogenes se representaron como el logaritmo decimal de las células
viables (logio (Nf/No); siendo Nf el nUmero de UFC/mL a cada tiempo, y No el
numero de UFC/mL a tiempo cero) frente al tiempo, determinando asi el efecto
bacteriostatico y/6 bactericida del compuesto fucoidan.

Validacién en zumo de manzana

Con el objetivo de validar la efectividad del compuesto fucoidan in vitro en
la formulacion de un alimento real, se utilizd una matriz de composicion
sencilla, zumo de manzana (pH= 4.2) UHT (figura 5).

Atendiendo asi, al riesgo asociado al consumo de zumos de frutas
pasteurizados, y comercializados en refrigeracién en lo que respecta a una
posible contaminacién y supervivencia de L. monocytogenes durante la vida
atil del producto.
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FIGURA 5. Zumo de manzana, utilizado como matriz alimentaria para determinar
la capacidad antimicrobiana del compuesto fucoidan frente a L. monocytogenes.

Para verificar la efectividad del fucoidan en dicha matriz alimentaria, se
prepararon suspensiones de zumo de manzana suplementado con fucoidan a
las concentraciones de 25, 100 y 1000 pg/mL (figura 6). La concentracion
inicial del L. monocytogenes afiadida a la matriz fue de 5x10* UFC/mL. Como
control se utiliz6 el zumo inoculado no suplementado con fucoidan. Como
blanco se utilizd el zumo de manzana no suplementado con fucoidan, y no
inoculado.

FIGURA 6. Cultivo de L. monocytogenes en zumo de
manzana a diferentes concentraciones de fucoidan.

Conceptos de capacidad antimicrobiana. Potencial bacteridstéatico y
bactericida

De acuerdo a los estudios previos realizados por (Choi et al, 2015)
relativos a la evaluacion de la capacidad antimicrobiana del compuesto
fucoidan frente a otro patdgeno alimentario Gram positivo, Staphylococcus
aureus, se definen a continuacién los conceptos Concentracion Minima
Inhibitoria (MIC) y Concentracion Minima Bactericida (MBC), adaptados al
presente estudio, en la determinacion del potencial antimicrobiano del
fucoidan frente a Listeria monocytogenes:

e Concentracion Minima Inhibitoria (MIC, pg/mL): aquella concentracion
minima de fucoidan para la que se observa una inhibicién del crecimiento
(20.50 ciclos log1o) del microorganismo L. monocytogenes con respecto al
crecimiento observado en el sustrato control (no suplementado con
fucoidan).
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e Concentracion Minima Bactericida (MBC, pug/mL): aquella concentracion
minima de fucoidan para la que se observa una reduccion (20.50 ciclos
logi0) de la poblacion de L. monocytogenes (logio (UFC/mL) inicialmente
inoculada.

Analisis estadistico de los resultados

El andlisis estadistico consistié en un andlisis multifactorial de la varianza
(ANOVA) para detectar diferencias estadisticamente significativas (p-value
<0.05) entre los resultados obtenidos en el crecimiento/inactivacion de L.
monocytogenes en presencia del compuesto fucoidan, dependiendo de las
variables en estudio, concentracion, temperatura y tiempo de incubacion.
Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el software Statgraphics
Centurion XV (Statpoint Technologies Inc., Warrenton, VA, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efectividad del fucoidan como compuesto antimicrobiano frente a
Listeria monocytogenes.

El efecto antimicrobiano in vitro del compuesto fucoidan obtenido del alga
Fucus vesiculosus se estudio a distintas concentraciones (5 - 1000 pg/mL)
frente a Listeria monocytogenes. Los resultados obtenidos en los ensayos de
incubacién llevados a cabo a las temperaturas de 37 y 8 °C, en medio de
referencia MHB se presentan en la figura 7.

Como puede apreciarse, a la temperatura de ligero abuso en refrigeracion,
el microorganismo L. monocytogenes es capaz de crecer un maximo de
1.06+0.15 ciclos log1o en el sustrato control, durante el periodo de 12 dias de
incubacion. La adicion de fucoidan en pequefias concentraciones [5-25] pug/mL
no ejerce efecto bacteriostatico y/6 bactericida en el control de este patdégeno.
Sin embargo, al incrementar la concentracion de fucoidan para
concentraciones en el rango [50-1000] pg/mL, tras 7 dias de incubacion, se
observa un efecto bacteriostatico equivalente a 0.33+0.02 ciclos logio para 50
pg/mL y que alcanza el maximo de 0.75+0.02 ciclos logio para [100-1000]
pg/mL tras 12 dias de incubaciéon a 8 °C. Incrementar la concentraciéon de
fucoidan por encima de 100 pug/mL, y hasta los 1000 pg/mL, no supone un
aumento significativo en el potencial bacteriostatico del compuesto.

A la temperatura de 37 °C, como puede apreciarse en la grafica, el
compuesto fucoidan revela potencial bacteriostatico y bactericida frente a L.
monocytogenes, dependiendo tanto de la concentracion afiadida al medio (p-
value <0.05), como del tiempo de exposicion considerado (p-value <0.05).

Tras 5 dias de incubacion, el compuesto fucoidan presenta efecto
bacteriostatico frente a L. monocytogenes alas concentraciones de 5, 25y 50
pg/mL, inhibiendo el crecimiento del patdgeno en un valor promedio de
1.62+0.08 ciclos log1o con respecto al control, y sin diferencias significativas
en el potencial bacteriostatico dependiente de la concentracion. A medida que
avanza el periodo de incubacion, el efecto de la concentracion de fucoidan se
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FIGURA 7. Resultados obtenidos en los ensayos de determinacion de la capacidad
antimicrobiana in vitro del compuesto fucoidan para Listeria monocytogenes en Muller Hinton
Broth (MHB) a A. 8 °C (12 dias), y a B. 37 °C (7 dias).

torna evidente, siendo la concentracion de 5 pg/mL efectiva inhibiendo el
crecimiento del patdgeno en hasta 1.95+0.06 ciclos logio tras 7 dias de
contacto, mientras que para el mismo tiempo de incubacién, las
concentraciones de 25y 50 pug/mL reducen la carga microbiana por debajo de
los valores inicialmente inoculados, ejerciendo por tanto un efecto bactericida
proximo a 0.40 ciclos logzo.

Las concentraciones elevadas de fucoidan incluidas en el presente estudio
100, 200 y 1000 pg/mL ejercen un efecto bactericida sobre la poblacién de L.
monocytogenes inicialmente inoculada, incluso tras 24 h de incubacion a 37
°C. Sin embargo, el efecto bactericida observado para el fucoidan afiadido a

13



las concentraciones [100-1000] pug/mL no depende de la concentracion
afiadida al medio, ni tampoco se incrementa de forma significativa con el
tiempo de incubacion (reducciones entre 0.51 (1 dia incubacion) a 0.62 ciclos
logio (7 dias incubacion)).

Estudios previos llevados a cabo por Lee et al., (2013) atribuyen al fucoidan
un potente efecto antimicrobiano frente a bacterias Gram positivas y Gram
negativas comunmente presentes en la cavidad bucal (Streptococcus mutans,
Fusobacterium nucleatum, y Porphylomonas gingivalis, entre otros),
observandose capacidad bacteriostatica a concentraciones de fucoidan en un
intervalo de [150-500] pg/mL y bactericida a concentraciones en un intervalo
de [250-1000] pg/mL. Resultados similares fueron reportados por Choi et al.,
(2015) quienes sefalan una MIC a 128 pg/mL y una MBC entre [256-512]
pg/mL frente a diferentes cepas de S. aureus (Gram +). Los resultados
obtenidos en el presente estudio muestran una mayor efectividad del fucoidan
frente a una bacteria Gram positiva, L. monocytogenes, con un valor de MIC
a 37 °C de 5 pug/mL, y un valor de MBC de 100 pg/mL ala misma temperatura.

Los estudios publicados hasta la fecha confirman que la capacidad
antimicrobiana del fucoidan depende tal como se ha sefialado en este estudio,
tanto de la concentracion de fucoidan afiadida al medio, del tiempo de
exposicion (Lee et al., 2013; Marudhupandi y Thangappan 2013; Choi et al.,
2015) y de la temperatura de incubacion. Asi como también de la especie de
alga a partir de la que es obtenido, y del grado de polimerizacién del
compuesto (Liu et al., 2017).

Efectividad del compuesto fucoidan frente a L. monocytogenes
utilizando un sustrato real: zumo de manzana

De acuerdo a los resultados obtenidos en apartados previos, y buscando
la validacion del potencial antimicrobiano del compuesto fucoidan frente a L.
monocytogenes en un sustrato real sencillo, se ha trabajado en el presente
estudio con zumo de manzana (pH= 4.2). La adicién del compuesto fucoidan
en dicho sustrato, puede representar no so6lo un avance tecnologico por el
potencial antimicrobiano asociado a dicho bioactivo, sino que también
representa un incremento del valor nutricional del producto final, por su
caracter prebidtico y antioxidante demostrado, y que podria dar lugar al
desarrollo de bebidas funcionales, pasterizadas, y comercializadas en
refrigeracion. Los estudios se realizaron a las concentraciones de 25, 100 y
1000 pg/mL, manteniendo las suspensiones en condiciones de ligero abuso
en refrigeracién 8 °C, durante 12 dias. Como puede apreciarse en la figura 8,
el microorganismo no crecié en el sustrato control durante el periodo de
estudio, pero si se mantuvo viable a la concentracion inicialmente inoculada.
La adicion de fucoidan a la concentracion de 25 pug/mL, no revela efecto
bactericida alguno sobre la poblacion de L. monocytogenes inicialmente
inoculada. Sin embargo, para las concentraciones de 100 y 1000 pg/mL, se
observa un efecto bactericida que progresa a medida que avanza el periodo
de incubacion (p-value <0.05). La concentracion de 100 pg/mL actia
reduciendo en 0.40+0.02 ciclos logio la carga microbiana inicial inoculada en
el zumo tras 12 dias de incubacion, siendo la concentracién de 1000 pg/mL
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FIGURA 8. Resultados obtenidos en los ensayos de determinacion de la capacidad
antimicrobiana in vitro del compuesto fucoidan para Listeria monocytogenes en zumo de
manzana a 8 °C (12 dias).

altamente efectiva en dicha matriz alimentaria, alcanzando la reduccion de la
carga microbiana inicial en hasta 0.70£0.01 ciclos logio, tras un tiempo de
exposiciéon de 12 dias a 8 °C.

Con los resultados obtenidos se exponen en la tabla 1 los valores de los
parametros MIC y MBC, tanto en medio de referencia MHB como en sustrato
real, zumo de manzana.

TABLA 1. Potencial bacteriostatico y/6 bactericida del compuesto fucoidan frente a Listeria
monocytogenes, estimado en base a los valores de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC),
y Concentracion Minima Bactericida (MBC) obtenidos en los estudios cinéticos de
crecimiento/inactivacion, a 8y 37 °C.

Potencial
antimicrobiano 37 °C 8°C
del fucoidan

MiiellerHinton  (ug/mL) Tiempo Ciclos (ng/mL) Tiempo Cicloslog;,

Broth (dias) logyo (dias)
MIC 5 5 1.551£0.04 100 7 0.66+0.02
MBC 100 1 0.51+0.03 - - -
Zumo de Tiempo Ciclos Tiempo .
manzana (hg/ml) (dias) log.o (kg/ml) (dias) Cicloslogso
MIC - - - - - -
MBC - - - 1000 12 0.70+£0.01
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Como puede apreciarse en la tabla, L. monocytogenes es mas sensible al
efecto del compuesto fucoidan cuando se incuba a su temperatura optima de
crecimiento, que cuando se incuba atemperatura de refrigeracién. Este hecho
es posiblemente debido a los mecanismos de respuesta que pone en
funcionamiento esta bacteria frente a condiciones de estrés ambiental para
protegerse de las mismas (pH &cido, baja temperatura y presencia de cloruro
de sodio). Dichos mecanismos de proteccion frente al estrés ambiental
incluyen la induccién de sintesis de proteinas y cambios de permeabilidad en
la membrana plasmatica (Gandhi y Chikindas, 2007). Tal como se ha descrito
anteriormente, uno de los mecanismos de accion antimicrobiana de los
polisacaridos obtenidos a partir de algas se produce a nivel de unién a
receptores citoplasmaticos (He et al., 2010; Shannon y Abu-Ghannam, 2016).
Ante la capacidad de L. monocytogenes de alterar la composicion de su
membrana plasmatica para aumentar la tolerancia a temperaturas bajas, es
posible que dichos cambios interfieran o impidan la actividad del fucoidan
sobre la misma, a dichas temperaturas de refrigeracion. Planteamientos
similares han sido propuestos por Belda-Galbis et al., (2015) y Belda-Galbis
et al., (2014) en estudios donde se comprueba la capacidad antimicrobiana
del acai y carvacrol, otros compuestos de origen natural, frente a Listeria
innocua, y en los que se observa la mayor efectividad de dichos compuestos
bioactivos frente a Listeria spp. a la temperatura 6ptima de crecimiento de este
microorganismo (37 °C).

Si bien L. monocytogenes es capaz de crecer hasta 1 ciclo logio en medio
de referencia MHB a 8 °C, para idénticas condiciones de incubacion, L.
monocytogenes no es capaz de crecer en zumo de manzana, Unicamente se
mantiene viable. En el sustrato control, la adicion de fucoidan en
concentraciones =50 ug/mL a 8 °C actua unicamente como factor de control
del crecimiento. Si comparamos los resultados obtenidos en cuanto al
potencial antimicrobiano del fucoidan en medio MHB (pH=6.8) y en zumo de
manzana (pH=4.2), a la temperatura de refrigeracion de 8 °C, el potencial
antimicrobiano del fucoidan en la matriz alimentaria es superior al potencial
antimicrobiano observado para este compuesto en medio de referencia. Este
hecho es probablemente debido al efecto combinado del bajo valor de pH en
zumo de manzana (acidez), y la adicion de fucoidan, como barreras ambas al
crecimiento de L. monocytogenes. Por tanto, la adicién de 1000 pg/mL de
fucoidan en la matriz alimentaria acida resultaria una concentracion efectiva
en la reduccion de la poblacién bacteriana en estudio en valores préximos a 1
ciclo logzo, tras 12 dias de contacto.

En este sentido, el fucoidan se presenta como una potente alternativa al
uso de antimicrobianos sintéticos, siendo de origen natural, sostenible,
inodoro, incoloro, y efectivo frente a bacterias Gram positivas, como estrategia
de conservacion complementaria al uso de otros tratamientos (previa
pasterizacion, y comercializacion refrigerada).
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CONCLUSION

El presente estudio demuestra la efectivad del compuesto fucoidan del alga
Fucus vesiculosus como antimicrobiano natural frente al patdgeno de origen
alimentario Listeria monocytogenes.

El compuesto fucoidan es capaz de ejercer efecto bactericida o
bacteriostatico, en funcion de la concentracion de fucoidan utilizada, y del
tiempo de exposicion, frente a L. monocytogenes, a la temperatura optima de
crecimiento de este patdégeno (37 °C). Sélo se observo efecto bacteriostatico
a temperaturas de ligero abuso en refrigeracion (8 °C), para concentraciones
iguales o superiores a 100 pg/mL, y dependiendo este efecto del tiempo de
incubacién (a partir de los 7 dias).

El potencial bactericida del fucoidan frente a L. monocytogenes fue
validado en una matriz alimentaria, zumo de manzana, corroborando la
influencia de las variables concentracién de fucoidan, y tiempo de exposicion,
en la efectividad de este compuesto.

Tal como se ha demostrado en el presente trabajo el compuesto fucoidan
es capaz de reducir la carga microbiana de L. monocytogenes en una matriz
alimentaria, incluso considerando el peor escenario, rotura de la cadena de
frio (8 °C). Los resultados incluidos en este estudio abren nuevas perspectivas
en la utilizaciéon de este compuesto bioactivo sostenible, como antimicrobiano
natural. Ademas, debido a las propiedades beneficiosas del fucoidan resulta
ideal para elincremento del caracter funcional de alimentos frescos, listos para
consumo (RTE) o bebidas pasteurizadas.
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