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INTRODUCCION

En esta introduccion se han revisado los aspectos fundamentales en los que se

basa la presente investigacion.

Esta dividida en cuatro apartados principales. En el primero se estudian los
aspectos relacionados con la alteracion de la carne, los microorganismos en ella
implicados y su evolucion en diferentes condiciones de almacenamiento, haciendo

especial referencia a las particularidades de la carne picada.

En el segundo y tercer apartados se hace una revision acerca de las
aminopeptidasas de origen bacteriano y carnico, respectivamente. Finalmente, en el
cuarto apartado se analizan los principales métodos rapidos, disponibles actualmente,

para la deteccion y cuantificacion de microorganismos en alimentos.

1.1. ALTERACION DE LA CARNE

La carne, al igual que otros alimentos frescos de origen animal como la leche o el
pescado, es susceptible de una rapida alteracion de origen microbiano debido a su

elevado contenido en agua, su riqueza en nutrientes y la disponibilidad de los mismos.

El concepto de alteracion, a priori intuitivamente sencillo, no resulta del todo
facil de establecer, ya que implica algunos aspectos subjetivos (Gill 1986). La alteracion
no se puede considerar como un concepto absoluto, sino como una condicion relativa
resultado de muchos cambios en la carne que hacen al producto inaceptable para el
consumidor, dependiendo de su agudeza y sensibilidad (Kraft 1992). No obstante, la
aparicion de malos olores, los cambios de color y la limosidad superficial se pueden
considerar signos objetivos de alteracion (Ayres 1960, Ingram y Dainty 1971, Gill y
Newton 1982). El nimero de bacterias a partir del cual comienzan a ser evidentes la
aparicion de estos signos se encuentra en torno a valores iguales o superiores a 3 x 10’

ufc/cm? (Shaw 1972).

Las causas de alteracion de la carne pueden ser tanto de naturaleza fisico-quimica

como microbioldgica. Sin restar importancia a otros agentes, la proliferacion bacteriana,
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por las caracteristicas quimicas y bioldgicas de la carne, va a ser la causa principal de la
alteracion. Esta dependera del tipo y cantidad de la microbiota contaminante inicial, y

por supuesto, de las condiciones de almacenamiento.

Durante afios se creyd que los tejidos de los animales sanos contenian una
microbiota intrinseca (Reith 1926, Ingram 1972) que explicaba fendmenos tales como el
“hueso hediondo”. No obstante, el concepto que prevalece actualmente en los distintos
textos (Banwart 1989, Varnam y Sutherland 1995), basados en parte en los trabajos de
Gill (1979, 1980), es que la carne de los animales sanos esta, esencialmente, exenta de
microorganismos. Algunas experiencias realizadas con cobayas (Gill y Penney 1979)
han demostrado que el sistema inmunitario sigue funcionando durante una o mas horas
después de la muerte del animal y que es capaz de inactivar bacterias que acceden a la

carne durante el sacrificio.

Al contrario de lo expuesto anteriormente, las fuentes de contaminacién exogena
son multiples y determinantes. Las canales se contaminan durante el sacrificio y el
faenado, especialmente en las fases del desollado, evisceracion y escaldado (James y
James 2002) y, posteriormente, en las operaciones de despiece hasta llegar al fileteado o

picado.

La piel y las visceras constituyen los mayores reservorios de microorganismos a
partir de los cuales se produce la contaminacion inicial (Newton y col. 1978, Stringer y
col 1969, Nottingham y col. 1974). El agua de lavado (Newton y col. 1978), asi como el
utillaje, las superficies de trabajo, el personal manipulador y sus vestimentas (Speirs y
col. 1995, Cordoba y col. 1998), o los paramentos de las instalaciones de faenado,
constituyen fuentes adicionales que incrementan y conforman la microbiota inicial
contaminante de la carne. James y col. (1999) realizaron una revision sobre las fuentes

habituales de contaminacion en el matadero, asi como las medidas de prevencion.

Debido a las multiples fuentes de contaminacion cabe entender que la carne
presentara una microbiota inicial heterogénea (Dainty y col. 1983). Szazados (1991)
presentd los resultados de un exhaustivo trabajo realizado sobre un total de 39.874

muestras de carne de un matadero hiingaro en la ciudad de Pecs, en las que se realizaron
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analisis microbiologicos entre los afios 1974 y 1989. Los resultados se clasificaron por
tipo de animal, tipo de sacrificio (normal o de emergencia), enfermedades aparecidas y
bacterias detectadas. La evolucion y posible seleccion de esta microbiota inicial,

dependera de las condiciones de almacenamiento posteriores.

La refrigeracion constituye el proceso tecnoldgico mas generalizado para retardar
la alteracion de la carne (Jay 1996); por lo tanto, los microorganismos capaces de
desarrollarse a bajas temperaturas serdn los responsables principales de la alteracion de

la misma.

A continuaciéon se van a exponer las caracteristicas de los microorganismos
implicados con mas frecuencia en la alteracion de la carne. En apartados posteriores se
trataran las interacciones que se producen entre ellos o con el sustrato, asi como la

evolucion de la microbiota contaminante bajo diferentes condiciones.

1.1.1. MICROORGANISMOS RESPONSABLES DE LA ALTERACION DE LA
CARNE EN REFRIGERACION

La refrigeracion actua seleccionando, de entre toda la microbiota contaminante, a
los microorganismos capaces de desarrollarse a bajas temperaturas. Algunos
investigadores atribuyen a Forster, en 1887, el descubrimiento del crecimiento de
bacterias a temperaturas proximas a 0 °C (Herbert 1981, Suhren 1989). Ingraham y
Stokes (1959) consideran que —10 °C es la temperatura minima a la que se puede

producir crecimiento bacteriano.

Generalmente se acepta que, por cada aproximadamente 10 °C que aumenta la
temperatura, se duplica la tasa de crecimiento bacteriano esperado (Gill 1986a). Sin
embargo, a temperaturas de refrigeracion inferiores a 8 °C, el efecto es mas acusado, de
tal forma que el tiempo que puede almacenarse una carne refrigerada se reduce a la
mitad por cada 2 6 3 °C que se eleva la temperatura. En el rango habitual de
temperaturas de refrigeracion de la carne, comprendido entre -1,5 y 5 °C, puede haber
una variacion en la tasa de crecimiento bacteriano de hasta ocho veces (James y James

2002). Obviamente, las temperaturas de refrigeraciéon menores son las que mas alargan
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la vida util de la carne, pero recuérdese que en ningun caso se frena totalmente el

desarrollo microbiano hasta alcanzar los —10 °C.

Dependiendo de la temperatura limite de crecimiento y de las temperaturas
optimas de desarrollo, la terminologia a aplicar a los microorganismos que crecen a
bajas temperaturas ha sido motivo de polémica durante décadas (Ingraham y Stokes
1959, Eddy 1960, Morita 1975, Olson y Mocquot 1980, Suhren 1989, Kraft 1992). El
término psicrofilo se aplicod inicialmente a los microorganismos capaces de crecer a
temperaturas proximas a 0 °C, indicando este término, en cierto modo, que un
microorganismo crece mejor a temperaturas de refrigeracion que a temperaturas mas
elevadas. Posteriormente, en 1976, la Federacion Internacional de Lecheria adopto el
término de psicrotrofo y lo definié6 como un microorganismo que crece a 7 °C o menos
independientemente de su temperatura Optima de crecimiento. Segun Olson y Mocquot
(1980), los psicrofilos y los psicrotrofos tienen el mismo intervalo minimo de
temperatura, comprendido entre —5 °C y 5 °C, diferencidndose en sus temperaturas
Optimas de crecimiento que se encuentran entre 25 y 30 °C para los psicrotrofos y entre

12 y 15 °C para los psicrofilos.

A continuacion se describen los microorganismos de mayor relevancia en la
alteracion de la carne refrigerada. Como se vera, se especifican las temperaturas a las
que pueden desarrollarse y las temperaturas Optimas de crecimiento. Estos datos
permiten clasificarlos dentro de un grupo u otro, si bien, independientemente de la
terminologia, resulta evidente que ambos tipos de microorganismos integraran la

microbiota responsable de la alteracion de la carne en refrigeracion.

1.1.1.a. Pseudomonas

Puede decirse que los microorganismos pertenecientes al género Pseudomonas
son los principales responsables de la alteracion de la carne mantenida en refrigeracion
(Ayres 1960, Splittstoesser 1976, Molin y Terntrém 1982, 1986, Molin y col. 1986, Gill
1986, Kraft 1986, 1992, Greer 1989, Lebert y col. 1998, Steihauserova 2000). De hecho,
es frecuente observar que son otras las bacterias que predominan (Acinetobacter,

Moraxella, Shewanella putrefaciens o Brochotrix termosphacta) cuando las condiciones
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dificultan el desarrollo de las pseudomonas; por ejemplo: el envasado al vacio o las

atmosferas modificadas (Greer 1989).

Las pseudomonas son bacilos gram negativos, no espordégenos, moviles mediante
flagelos polares monotricos o multitricos. Son aerobios estrictos (Palleroni 1989).
Pueden o no formar pigmentos y producen oxidasas. El tiempo de duplicacion en
refrigeracion es muy rapido, entre 7,6 y 8,2 horas a 7 °C y 2 horas a 15 °C (Mano 1997).
Su crecimiento no se ve afectado a los valores de pH habituales de la carne (Gill y
Newton 1982). Utilizan preferentemente la glucosa y una vez agotada ésta en el medio,
utilizan la mayor parte de los aminoacidos, siendo entonces su crecimiento tan rapido

como cuando crecen a expensas de la glucosa (Newton y Gill 1979).

Para simplificar la clasificaciéon de las pseudomonas y reducir el nimero de
especies, muchos autores han recurrido desde hace tiempo a diferentes esquemas,
tomando como referencia diferentes caracteristicas de estos microorganismos (Shewan y
col. 1960, Hendrie y Shewan 1966, Stainer y col. 1966). Basandose en los métodos de
los ultimos autores citados, Shaw y Latty, en 1982, con el proposito de determinar los
diferentes tipos de pseudomonas existentes en la carne, realizaron un estudio de
taxonomia numérica de 110 pseudomonas aisladas a partir de carne de vacuno y de
cerdo almacenado a 1 °C. Comprobaron que la mayoria de las pseudomonas que crecian
en la carne no producian pigmentos, ya que s6lo 21 de las 110 lo hacian. Establecieron
cuatro grupos o clusters de acuerdo con el nivel de similitud (% S). El cluster n° 2, el
mas abundante, tiene como especie mas representativa a Pseudomonas fragi y se agrupa
con un nivel de similitud del 87 %. Los clusters 1 y 2 son los mas proximos (86 % S) y

los 3 y 4 se encuentran algo mas alejados, 80,5 % Sy 78,5 % S respectivamente.

Las cepas de los 4 clusters crecian a 4 °C pero no a 41 °C (excepto una cepa del
cluster 2). Ninguna producia ornitina o lisina decarboxilasa, DNAasa, piocianina o
sulfuro de hidrogeno. Los clusters 1 y 2, los mas numerosos, con 32 y 52 cepas
respectivamente, se componian en su mayor parte de cepas monotricas no fluorescentes
(s6lo 3 de las 84). Casi todas las cepas del cluster 3 eran fluorescentes y multitricas.

Finalmente, todas las cepas del cluster 4 fueron fluorescentes y monotricas.
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Molin y Ternstérm (1982) estudiaron 218 cepas psicrotrofas (200 procedentes de
carne y 18 cepas tipo). Con todas ellas realizaron una taxonomia numérica basandose en
174 caracteres. Obtuvieron 15 grupos, siendo el cluster mayoritario (112 cepas) el
encabezado por la especie Pseudomonas fragi. Otros grupos principales fueron los afines
a Pseudomonas fluorescens biotipo 1 (16 cepas), Pseudomonas fluorescens biotipo III (7
cepas), Shewanella putrefaciens (10 cepas) y el denominado cluster 2, integrado por 21
cepas sin una asignacion concreta. Notese que Shewanella putrefaciens se estudid
conjuntamente con las pseudomonas a pesar de pertenecer a otro género y
caracterizandose fundamentalmente por poseer un metabolismo facultativamente

anaerobio.

Dainty y col. (1983) trabajaron sobre 789 cepas procedentes de carne y
confirmaron que la mayoria de los aislamientos se ajustaban al cluster identificado como
Pseudomonas fragi. Un ano mas tarde, en 1984, Shaw y Latty realizaron un nuevo
trabajo de taxonomia numérica utilizando en este caso como caracteres diferenciadores
la capacidad de utilizar 18 fuentes de nitrogeno diferentes y confirmaron que
Pseudomonas fragi o aquellas cepas que se correspondian con las asignadas a los

clusters 1 y 2 en su trabajo datado en 1982, eran, con mucho, las més frecuentes.

Trabajos mas recientes como el realizado por Olsson y col. (2003) basados en la
obtencion de grupos de bacterias de acuerdo a la similitud de la secuencia de nucleotidos
de fragmentos del gen 16S del ARN ribosémico, confirman que las pseudomonas
constituyen los microorganismos predominantes en la carne almacenada en refrigeracion
y aerobiosis, incluso aunque en las fases iniciales se encuentren en menor proporcion

que otros microorganismos.

En lo referente a las temperaturas de crecimiento se puede tomar como referencia
Pseudomonas fragi que puede crecer entre 0 y 35 °C con una temperatura Optima de
30°C (Herbraud y col. 1994). Frank y col. (1972) realizaron un estudio en el que
obtuvieron tasas de crecimiento de las pseudomonas a 2 °C del orden de 10 veces
menores que a 30 °C, no obstante, a ambas temperaturas mantuvieron constante su

tamano, su composicion protéica y de acidos nucleicos, asi como su actividad catalasa.
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Estos hechos confirman su versatilidad para crecer en un amplio intervalo de

temperaturas.

A modo de resumen hacemos nuestras las palabras de Gill (1986): las
pseudomonas tienen una marcada ventaja sobre el resto de bacterias alterantes de la
carne debido a su mas rapida capacidad de crecimiento y a que pueden valerse de

diferentes sustratos para desarrollarse.

1.1.1.b. Acinetobacter / Moraxella.

Estos dos géneros siguen en importancia a las pseudomonas como
microorganismos alterantes de la carne. Son muy similares y con frecuencia se estudian
juntos. Las especies de ambos géneros constan de bacilos aerobios estrictos, gram
negativos, inmoviles, no fermentadores que no utilizan las hexosas y que crecen sobre
todo a partir de aminoacidos. Se diferencian entre si porque Moraxella es oxidasa

positivo y Acinetobacter no (Juni 1984, Bovre 1984).

La evolucion de la taxonomia que han seguido estos géneros esta recogida en los
trabajos de Thornley (1967), Shawn y Latty (1988) y Prieto y col. (1992) entre otros.
Rossau y col. (1991) propusieron la creacion de la familia Moraxellaceae dividida en 2
grupos principales, por una parte Acinetobacter y por otra un supercluster con 4
subgrupos: Moraxella spp., M. osloensis, M. atlantae y un grupo heterogéneo que
contenia, entre otras, a Psychrobacter immobilis, especie descubierta por Juni y Heym
(1986) y solo diferenciable de Moraxella por la capacidad de producir acido a partir de

glucosa y otros azucares.

Algunos autores consideran que estos géneros forman una parte significativa de
la microbiota alterante de la carne (Dainty y col. 1983, Gill 1986). Sin embargo, otros
trabajos concluyen que se sobreestima la importancia de estas bacterias (Eribo y Jay
1985, Eribo y col. 1985). En un estudio sobre la microbiota de la carne refrigerada, sélo
el 5 % de los microorganismos aislados pertenecieron a los géneros Acinetobacter o
Moraxella, frente al 95% de Pseudomonas (Gardner 1965). Gennari y col. (1992)

detectaron Moraxella y Acinetobacter en un porcentaje relativamente alto de muestras
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de carne y leche (40 y 64% respectivamente) y aunque en valores absolutos obtuvieron
recuentos considerables de estas bacterias, el porcentaje respecto al total de la
microbiota fue generalmente bajo. Moraxella y Psychrobacter immobilis se detectaron

principalmente en carnes frescas y Acinetobacter en carnes alteradas.

Eribo y Jay (1985) detectaron menos del 1% de especies de Moraxella-
Acinetobacter entre las cepas obtenidas a partir de carne picada y del orden del 5% en
carne fresca. Eribo y col. (1985), a partir de 29 muestras de carne picada mantenidas
entre 5-7 °C hasta la alteracion, obtuvieron 1.354 aislamientos gram negativos, oxidasa

positivos, (88% del total), de los cuales s6lo 34 fueron identificados como Moraxella.

La proporcion de cepas pertenecientes al grupo Moraxella-Psychrobacter
decrece conforme avanza la alteracion, mientras que aumenta ligeramente la de las
pseudomonas (Prieto y col. 1992). Mas que por su nimero o proporcion, estas bacterias
pueden jugar un papel potenciador de la actividad de otras bacterias, como Shewanella
putrefaciens y dificultar el desarrollo de Pseudomonas spp. al limitar o restringir la
disponibilidad de oxigeno, provocando que estas ultimas degraden los aminoacidos

incluso en presencia de glucosa utilizable (Gill y Newton 1977).

1.1.1.c. Alcaligenes

Las bacterias pertenecientes al género Alcaligenes son bacilos cortos gram
negativos, catalasa positivos, aerobios estrictos y moviles por flagelos peritricos.
Producen élcali a partir de sales organicas y amidas, lo que les da su nombre (Kersters y
DeLey 1984). No producen acido o lo hacen a pequefia escala a partir de carbohidratos
(Kraft 1992). La mayoria de los aislamientos obtenidos a partir de carne son oxidasa
positivos (Dainty y col. 1983). Su temperatura optima de crecimiento se encuentra entre

los 20 y los 37 °C, pero algunas especies, como Alcaligenes venustus, pueden crecer a

4 °C (Kersters y DeLey 1984).

La presencia de microorganismos del género Alcaligenes en carnes es conocida
desde hace tiempo (Ayres 1960). Estudios mas modernos, como los de Nortje y col.

(1990) o Mosupye y Von Holy (2000) informan sobre la presencia de estos
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microorganismos como contaminantes de superficies de trabajo, equipos y personal en

los mataderos.

También se ha puesto de manifiesto la presencia de Alcaligenes junto con otras
bacterias como Flavobacterium, Acinetobacter y Pseudomonas en los aerosoles de agua

utilizados para facilitar la refrigeracion de las canales de aves (Fries y Graw 1999).

1.1.1.d. Shewanella putrefaciens

Shewanella putrefaciens ha estado encuadrada en diversos géneros:
Achromobacter, Pseudomonas y Alteromonas. Se trata de una bacteria similar a las
pseudomonas; se diferencia estructuralmente de ellas en las proporciones de guanina-
citosina y fisioldgicamente en su metabolismo anaerobio facultativo (Palleroni 1989).
Estudios basados en la determinacion de la secuencia de pequeiias subunidades del ARN
ribosdmico, demuestran la independencia de este género respecto a otros, como

Moritella, Alteromonas, Pseudomonas o Pseudoalteromonas (Gauthier y col. 1995).

Esta bacteria actua de forma similar a las pseudomonas en la alteracion aerobica
de la carne, si bien, aunque la glucosa se encuentre disponible, en aerobiosis utiliza los
aminodcidos cisteina y serina produciendo sulfuros organicos volatiles (Gill y Newton

1979, Gill 1986) mientras que en anaerobiosis produce sulfuro de hidréogeno.

Es una bacteria muy sensible al pH y aparece principalmente en carnes como las
DFD (del inglés dark, firm and dry), con valores de pH de 6,0 o superiores pero no se
detecta en carnes con valores de pH normal (5,5) (Gill y Newton 1979, Parry 1993). Si
las condiciones de pH y baja disponibilidad de oxigeno favorecen el crecimiento de
Shewanella putrefaciens, ésta produce gran cantidad de sulfuro de hidrogeno que
reacciona con la mioglogina del musculo, formando sulfomioglobina que produce un
color verdusco de la carne (Nicol y col. 1970, Parry 1993). Esta bacteria junto con
algunas especies de pseudomonas, como Ps. fluorescens o Ps. fragi, es una de las
principales responsables de la aparicion de olores anomalos como a “estropajo usado” o

“trapo sucio himedo” en canales de pollo (Russell y col. 1995).
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1.1.1.e. Aeromonas.

Son bacilos gram negativos, moviles mediante flagelo polar (excepto A.
salmonicida que es inmdvil), oxidasa positivos, fermentadores y anaerobios facultativos.
Se distinguen del género Vibrio por ser insensibles al agente vibriostatico O/129 (2,4-
diamino-6,7-diisopropyl pteridina) (Bain y Shewan 1968). Las Aeromonas, igual que
Shewanella putrefaciens, generan sulfuro de hidrogeno en anaerobiosis, lo que provoca
la aparicion de tonalidades verdosas en la carne (Parry 1993). El intervalo de
temperaturas minimas de crecimiento se encuentra entre los 0 y 5 °C. No obstante suelen
asociarse a la alteracion de la carne mantenida a temperaturas de refrigeracion elevadas,

rozando la temperatura ambiente, entre 10 y 20 °C (Ingram y Simonsen 1980).

En aquellos casos en los que la refrigeracion no se vigila adecuadamente, estos
microorganismos pueden representar una parte significativa de la microbiota alterante de
la carne (Kraft 1992). En este sentido, un trabajo realizado por Geornaras y col. (1998),
en el que el 12,5% de los aislamientos obtenidos a partir de canales de aves desplumadas
mecéanicamente fueron del género Aeromonas, se observo que en determinadas carnes

pueden formar parte de la microbiota inicial en proporciones no despreciables.

1.1.1.f. Flavobacterium

Este género esta formado por bacilos gram negativos, aerobios, que producen
unas colonias traslucidas amarillas, amarillo verdosas o naranjas. Son catalasa, oxidasa y
fosfatasa positivos. Algunos Flavobacterium son méviles mediante flagelos peritricos y
las cepas inmoviles se pueden confundir con las del género Cytophaga con el que
comparten muchas caracteristicas tanto morfoldgicas como bioquimicas y taxondmicas

(Barry y col. 1984).

Las cepas relacionadas con Flavobacterium breve y las pertenecientes al grupo
IIb se encuentran habitualmente en agua y alimentos, como carne cruda de mamiferos o
de aves (Hayes 1977). Hymenobacter actinosclerus, una nueva especie intimamente

relacionada con los géneros Flavobacterium y Cytophaga, es resistente a las radiaciones

11
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ionizantes y ha sido aislada de carnes de cerdo que se habian sometido previamente a

este tipo de radiaciones (Collins y col. 2000).

1.1.1.g. Xanthomonas

Son bacilos gram negativos, aerobios estrictos, intimamente relacionadas con las
pseudomonas. Producen un pigmento carotenoide insoluble en agua de color amarillo.
Su temperatura Optima de crecimiento se encuentra entre 25 y 30 °C, si bien pueden
crecer hasta 5 °C (Bradbury 1984). Se pueden confundir con Flavobacterium, si bien, las

Xanthomonas son méviles mediante flagelo polar (Splittstoesser 1976).

Habitualmente son patégenos de los vegetales (Bradbury 1984), no obstante
aparecen citadas en determinados trabajos como integrantes de la microbiota alterante de

la carne (Kraft 1992, Sierra y col. 1995).

1.1.1.h. Enterobacteriaceae

Este grupo de bacilos gram negativos y anaerobios facultativos tiene importancia
como indicador de contaminacion fecal pero su contribucion a la alteracion de la carne
en aerobiosis es bastante limitada. En ausencia de oxigeno y cuando el pH es inferior a
5,8, al no existir una microbiota competitiva, las enterobacterias psicrotrofas se
multiplican de tal forma que en la carne envasada al vacio, pueden constituir una parte
importante de la microbiota total (Beyer y Sinell 1981). También pueden tener
importancia en carnes envasadas en atmoésferas modificadas. Jiménez y col. (1997) han
comprobado que atmoésferas anaerobias enriquecidas en un 70 % de CO, no detenian

totalmente el crecimiento de las enterobacteriaceas.

En condiciones aerobias, las enterobacteriaceas utilizan la glucosa y la glucosa-6
fosfato como sustratos. Algunas cepas pueden degradar ciertos aminoacidos produciendo
aminas y sulfuros volatiles que confieren a la carne, los ultimos olores desagradables

(McMeekin 1982).

12
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Aunque el crecimiento de estas bacterias en la carne refrigerada en aerobiosis,
normalmente se inhibe por la microbiota competitiva, hay que tener en cuenta que
pueden suponer un porcentaje importante de los microorganismos originalmente
presentes. Sirva como ejemplo el trabajo de Geornaras y col (1998), en el que el 40 % de
los aislamientos obtenidos a partir de canales de aves y el 29,1 % de los procedentes de
agua de escaldado de un matadero de aves de Sudafrica, resultaron ser de la familia

Enterobacteriaceae.

1.1.1.i. Brochotrix thermosphacta

Es un bacilo gram positivo, no pigmentado, catalasa positivo, inmévil, aerobio y
anaerobio facultativo que no forma capsulas ni esporas (Peter y col. 1986). Puede crecer
en relativamente bajas actividades de agua (Skovgaard 1985) y su temperatura 6ptima de
crecimiento se encuentra entre 20-25 °C, si bien puede multiplicarse entre 0 y 30 °C
(Peter y col. 1986). Todas las cepas crecen en presencia de NaCl al 6,5 % y algunas
incluso en concentraciones superiores al 10 % (Gardner 1981). El pH de crecimiento
optimo es 7,0, pero en aerobiosis puede multiplicarse entre valores de pH de 5,0-9,0
(Brownlie 1966). En anaerobiosis, algunos autores como Grau (1980), citan que no
puede crecer a pH inferiores a 5,8 mientras que otros, como Mano (1997), han
observado el crecimiento de esta bacteria en carnes envasadas en atmosferas

modificadas en ausencia de oxigeno a valores de pH incluso de 5,3.

Los productos finales del metabolismo aerébico de la glucosa son acido acético,
acetoina y acidos grasos volatiles (4cidos isobutirico e isovalérico), responsables del olor
dulzén de la carne alterada por este microorganismo (Dainty y Hibbard 1980, 1983). Si
la cantidad de glucosa disponible es alta y el pH bajo, se favorece la formaciéon de
acetoina, mientras que si la glucosa es escasa y el pH tiende a la neutralidad, se favorece
la formacion de acidos grasos volatiles (Peter y col. 1986). En anaerobiosis, el producto
final mayoritario del metabolismo de la glucosa es 4cido lactico y pequefas cantidades

de 4cidos grasos volatiles (Gill 1986).

Es el tnico microorganismo gram positivo que se aisla en cantidades

considerables a partir de carnes alteradas mantenidas en refrigeracion en aerobiosis
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(Dainty y col. 1983, Sierra y col. 1995, Moreno 1997, Samelis y col. 2000, Ozdemir y
Sireli 2001).

Gardner y col. (1967) demostraron una mayor incidencia de B. thermosphacta
conforme decrecia la permeabilidad al oxigeno de los materiales de envasado. En un
trabajo realizado por Blixt y Borch en 2002 en el que se comparaba la alteracion de la
carne de cerdo y vacuno envasada al vacio se encontraron recuentos de Brochotrix
thermosphacta tan sélo del orden de 10% a 10* ufc/g en ambas especies. Sin embargo,
también en carnes envasadas al vacio conservadas en refrigeracion, se han aislado
durante las primeras fases, unas dos semanas, a niveles mayores, del orden de 10’ ufc/g

(Sakala y col. 2002).

El pH del tejido graso (6,5-7,0), mas alto que el del musculo, y las diferencias en
la disponibilidad de oxigeno entre estos dos tejidos, puede influir en el grado en que B.
thermosphacta crece en anaerobiosis (Kraft 1992), se han observado marcadas
diferencias entre el nimero de B. thermosphacta que aparece en musculo y en la grasa

de carne envasada al vacio (Egan y Grau 1981).
1.1.1.j. Bacterias lacticas.

Puede decirse que las bacterias lacticas (Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus y Streptococcus) son ubicuas en la naturaleza y, dada su capacidad para
crecer en condiciones ambientales variadas, resultan muy competitivas en la
contaminacion de los alimentos (Stamer 1976). Crecen en presencia de altas
concentraciones de carbohidratos, productos de degradacion de las proteinas y con
tensiones de oxigeno y pH bajos, condiciones que habitualmente inhiben el crecimiento

de otras bacterias (Stamer 1976).

El género Lactobacillus, el mas numeroso de las bacterias lacticas, estd integrado
por bacilos gram positivos, no esporulados, no pigmentados, anaerobios facultativos o
microaerofilos, catalasa negativos, generalmente inmoviles. El acido lactico constituye
al menos la mitad de los productos finales de su metabolismo fermentativo, superando

incluso el 80 % en los considerados homofermentativos. Su intervalo de temperatura de
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crecimiento se cifra entre 2 y 53 °C, con una temperatura optima de 30-40 °C (Kandler y

Norbert 1986).

Lactobacillus plantarum crece a 4 °C y algunas especies como Lactobacillus
sake y Lactobacillus curvatus pueden hacerlo a 2 °C (Kandler y Norbert, 1986). La
limitacidn en la disponibilidad de oxigeno en la carne envasada al vacio y conservada en
refrigeracion favorece el crecimiento de los lactobacilos psicrotrofos frente a las
pseudomonas y otras bacterias (Reuter 1981), ya que la falta de oxigeno no inhibe el
desarrollo de la microbiota lactica mientras si lo hace con la mayor parte de los
microorganismos alterantes de la carne en aerobiosis. En un trabajo realizado a partir de
carne de pollo, Ozbas y col. (1996) comprobaron que el nimero de bacterias lacticas se
incrementaba de forma mucho mas rapida en aquellas muestras envasadas en atmodsfera

modificada, o al vacio, que en las conservadas en aerobiosis.

Los lactococos, como L. lactis y L. cremoris, son cocos gram positivos, no
formadores de esporas, anaerobios facultativos con una temperatura Optima de
crecimiento alrededor de 30 °C, si bien algunos pueden crecer por debajo de los 10 °C.
El género Leuconostoc estd integrado por bacterias gram positivas de forma esférica y a

veces lenticular, catalasa negativas que se multiplican entre 2 y 30 °C.

Lactobacillus sake y Lactobacillus curvatus fueron las especies dominantes entre
los nueve grupos de estreptobacterias aisladas por Morishita y Shiromizu (1986) a partir
de carne y productos carnicos. En este mismo sentido, utilizando la técnica de PCR
multiplex, Yost y Nattress (2002) caracterizaron la microbiota lactica de lomo de cerdo
envasado al vacio y almacenado a 2 °C, obteniendo un 74 % de aislamientos de

Lactobacillus sake y un 25,7 % de Leuconostoc spp.

Algunas bacterias lacticas como Leuconostoc mesenteroides (L124) vy
Lactobacillus curvatus (L442) producen bacteriocinas que pueden inhibir el crecimiento
de otras bacterias alterantes de la carne en anaerobiosis, como Brochotrix thermosphacta
o enterococos, pudiendo utilizarse como cultivos biopreservadores en algunos productos

carnicos (Metaxopoulos y col. 2002).
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1.1.1.k. Micrococaceae

La familia Micrococaceae consta de cuatro géneros: Micrococcus,
Staphylococcus, Stomatococcus y Planococcus. Todos ellos estan integrados por cocos
gram positivos, que pueden crecer en presencia de concentraciones de NaCl del 5 % e
incluso alguno de ellos, del 10 al 15 %. Habitualmente son catalasa positivos y la

mayoria son inmoviles, salvo Micrococcus agilis y las especies del género Planococcus

(Schleifer 1986).

Micrococcus 'y Planococcus son aerobios (Kocur 1986, 1986a), mientras que
Stomatococcus 'y Staphylococcus son anaerobios facultativos (Bergan y Kocur 1986,
Kloos y Schleifer 1986). Las temperaturas Optimas de crecimiento se encuentran entre
25y 37 °C (Schleifer 1986), si bien alguna especie como Staph. xylosus puede crecer a
4 °C a actividades de agua del 0,92 (Chandler y McMeekin 1989).

Prieto y col. (1995) realizaron un estudio de taxonomia numérica sobre 296 cepas
gram positivas, catalasa positivas, aisladas a partir de carne de cordero conservado en
aerobiosis a 7 °C y a 30 °C hasta su alteracion. Obtuvieron 9 grupos principales (A-I); el
grupo A, el mas numeroso, estaba integrado por 142 cepas y tenia como representante al
Staph. xylosus. Otros grupos importantes fueron el B (30 cepas), representado por el
Staph. saprophyticus y el G (48 cepas), representado por el Staph. capitis. También hay
que destacar que el mayor porcentaje de aislamientos a 7 °C se encuadraron en los dos

grupos mas numerosos, el A y el G.

La incidencia de estafilococos en la alteracion de la carne se considera poco
significativa (Mossel y Van Netten 1990, Varnam y Evans 1991), incluso aunque
constituyan una parte importante de la microbiota inicial (Gill y Bryant 1992). No
obstante, Prieto y col. (1995) comprobaron, sorprendentemente, que un 25,5 % de los
aislamientos de la microbiota total se correspondia con estafilococos, llegando a ser
dominante en la fase final de la alteracion, aunque hay que tener en cuenta que muchos

de los aislamientos se realizaron a 30 °C y no a temperaturas de refrigeracion.
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1.1.1.1. Otros géneros

Ademas de las especies, géneros, familias o grupos de bacterias que se han
descrito en los apartados anteriores, se pueden citar otros microorganismos, como las
bacterias corineformes de los géneros Arthrobacter, Brevibacterium o Corynebacterium,
que s6lo forman parte esporadicamente de la microbiota de la carne y juegan un papel
poco significativo en su alteracion (Kraft y col. 1966, Uche y Agbo 1985, Godda y col.
1986).

El crecimiento de mohos suele ser escaso durante el almacenamiento de la carne
en refrigeracion, limitandose a crecimientos en superficie, sobre todo cuando ha habido
una deshidratacion superficial y disminuye la a,,. Hace afios, cuando se conservaban las
canales a temperaturas de congelacion elevada (—5 a —10 °C) era habitual la proliferacion
de mohos psicrotrofos (Cladosporium, Geotrichum, Mucor, Penicillium, Rhizopus y
Thamnidium), dando lugar a la aparicion de filamentos y manchas de diferentes colores.
En la actualidad, este fenomeno no se produce porque se utilizan temperaturas de
congelacion mas bajas (James y James 2002), de al menos —18°C donde ya no es posible

el crecimiento de microorganismo alguno (Jay 1996).

Las levaduras que aparecen en la carne con mds frecuencia pertenecen a los
géneros Torulopsis, Candida y Rhodotorula (Ayres 1960). En un estudio realizado
recientemente por Ismail y col. (2000) sobre la presencia de levaduras en carne de ave,
cruda o procesada, y conservada a 5 °C, se concluyd que las levaduras, especialmente
Yarrowia lipolytica y Candida zeylanoides podian jugar un papel mas importante en la

alteracion de la carne que el que se consideraba hasta esos momentos.

Las bacterias patogenas que con mayor frecuencia se aislan de la carne son
Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens, Campylobacter spp., E. coli enterohemorragico O157:H7,
Aeromonas hydrophila y Listeria monocytogenes (Kotula y col. 1987, Lammerding y
col. 1988, James y James 2002a). De todos ellos adquieren especial importancia los

patdgenos psicrotrofos, capaces de crecer a temperaturas de 5 °C o inferiores, como son
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Clostridium botulinum (no proteolitico), E. coli (enterohemorragico), Yersinia

enterocolitica, Aeromonas hydrophila y Listeria monocytogenes (Kraft 1992).

1.1.2. EVOLUCION DE LA MICROBIOTA Y PROCESOS DE ALTERACION

La carne, debido a su elevada ay, (aproximadamente 0,99), su pH (5,5 - 6,0) y
su riqueza en nutrientes constituye un sustrato idoneo para el desarrollo bacteriano.
Entre los nutrientes se puede distinguir un primer grupo de componentes mayoritarios
como las proteinas (15-22%) y los lipidos (2,5-37%). Un segundo grupo integrado por
compuestos nitrogenados solubles de bajo peso molecular, como la creatina, los
nucleotidos, péptidos y aminoacidos que suponen del 1,57 al 1,65% (Ingram y Simonsen
1980, Jay 1996) y un tercer grupo en el que se incluye el glucégeno muscular que se
degrada durante el comienzo del rigor mortis (Bendall 1973) generandose acido lactico;
este metabolito puede alcanzar unas concentraciones de hasta 9 mg/g (Gill 1983). Las
concentraciones de glucosa son del orden de 100 ug/g en vacuno, 300 pg/g en cordero y

900 pg/g en la carne de cerdo (Gill 1976).

La alteracion de las piezas de carne es un fendmeno que se produce basicamente
en su superficie. Segin Greer (1989), las fibras de colageno son resistentes a la accion
de las proteinasas bacterianas, de tal forma que las bacterias que se encuentran en la
superficie no pueden penetrar al interior del musculo hasta que no se generan enzimas
proteoliticas en cantidad suficiente para degradar el colageno, lo que solo ocurre al final
de la fase de crecimiento exponencial (Glenn 1976, Kraft 1992), es decir, muy avanzada
la multiplicaciéon cuando la concentracion microbiana por cm’ alcanza el séptimo orden
logaritmico. En este momento, el misculo queda cubierto de una capa de limo y resulta
evidente que ya esta alterado (Dainty y col. 1975, Gill y Penney 1977, Kraft 1992). De
todas formas, se ha observado cierta capacidad de penetracion en algunas experiencias.
Cuando Pseudomonas putida y fragi crecen a 37 °C pueden penetrar hasta 3 cm de
profundidad a través de los septos musculares, mientras que Lactobacillus casei, a esa

misma temperatura, alcanza profundidades de 2 cm (Gupta y Nagamohini 1993).

Es de sefialar que las bacterias alterantes que crecen en la superficie comienzan a

utilizar sustratos de “segunda preferencia” cuando en el espesor del musculo todavia hay
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abundancia de sustratos de “primera preferencia” (Gill 1976). En el crecimiento aerobio,
con una concentracion de aproximadamente 100 pg/g de sustrato de uso preferente
(glucosa), la superficie del musculo puede soportar una carga bacteriana de
aproximadamente 10® bacterias/cm” antes de comenzar a consumir sustratos secundarios,
mientras que en anaerobiosis, la fermentacion es menos eficaz y, con la misma
concentracion de glucosa, solo se alcanza una concentracion de 107 bacterias/cm? (Gill
1983), lo que quizas explique por que se mantiene la tasa de bacterias lacticas a ese nivel
durante semanas en la carne envasada a vacio (Vanderzant y col. 1982, Asensio y col.

1988).

Algunas bacterias que crecen sobre tejido adiposo degradan los triglicéridos pero
no intervienen en el inicio de la alteracion (Gill y Newton 1980). El crecimiento
bacteriano sobre tejido adiposo hiimedo se produce a expensas de los mismos sustratos
solubles de bajo peso molecular que existen en el musculo, pero las concentraciones de
nutrientes en el tejido adiposo son menores y la difusion desde el interior més lenta, de
tal forma que los sustratos se agotan mas rapidamente y se detiene el crecimiento
observandose cargas bacterianas menores que las que se presentan en tejido muscular

(Gill 1983).

1.1.2.a. Alteracion de la carne en aerobiosis

Cuando las bacterias utilizan como fuente principal de carbono los carbohidratos,
no se producen, por lo general, productos metabolicos especialmente desagradables a
nuestros sentidos del olfato y gusto (Mossel e Ingram 1955). Sin embargo, la utilizacion
de aminoéacidos u otros compuestos que contienen nitrogeno y/o azufre, producen a
menudo metabolitos realmente ofensivos (McMeekin 1982). Asi pues, la aparicién de
signos de alteracion depende tanto del sustrato como de la actividad metabodlica
bacteriana. En la Tabla 1.1 se expone, de forma resumida, los sustratos utilizados por
algunos microorganismos que habitualmente alteran la carne y los principales productos

finales de su metabolismo.

Las pseudomonas y las bacterias del grupo Moraxella/Acinetobacter son,

habitualmente, los microorganismos aerobios presentes en la microbiota de la carne
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Tabla 1.1

Sustratos utilizados por los microorganismos que habitualmente alteran la

carne y principales productos finales de su metabolismo.

Microorganismo

Sustratos utilizados

Productos finales del metabolismo

Aerobiosis Anaerobiosis Aerobiosis Anaerobiosis
Pseudomonas Glucosa (1) Sulfuros
Aminodcidos (2) Esteres, acidos
Acido lactico (3) aminas (putrescina,
cadaverina)
Acinetobacter/ Amino4cidos (1) )
Moraxella Acido lactico (2) Esteres, sulfuros
Shewanella Glucosa (1) Glucosa (1) H,S
putrefaciens Amino4cidos (2) Aminoacidos (2) sulfuros
Acido lactico (3)
Brochotrix Glucosa (1) Glucosa (1) Acido lactico
thermosphacta Aminoacidos (2) acido acético Etanol
acetoina
acido isovalérico
acido isobutirico ’
Enterobacter Glucosa (1) Glucosa (1) Acido lactico
Glucosa-6-fosfato (2) Glucosa-6-fosfato (2) CO,, H,
Amino4cidos (3) Aminoacidos (3) H,S
Acido lactico (4) sulfuros Aminas
aminas .
Lactobacillus Glucosa (1) Acido lactico

Acidos grasos
volatiles

Aminoacidos (2)

El numero indica el orden de utilizacion de cada sustrato
Fuentes: Hitchner y col. 1979, Edwards y col. 1985 y Lambert y col. 1991

en numero suficiente para jugar un papel determinante en la alteracion de este alimento
(Kraft 1992). No obstante, y aunque Moraxella y Acinetobacter utilizan de forma
preferente los aminoacidos como sustrato, las cantidades de productos de degradacion
que generan suponen un porcentaje pequefio del total, dejando el papel protagonista de la

alteracion de la carne en aerobiosis al metabolismo de las pseudomonas (Gill 1983).

En las primeras fases, las pseudomonas tienen un metabolismo glucolitico y por
lo tanto no producen metabolitos especialmente desagradables, pero cuando la densidad
bacteriana supera las 10% bacterias/cm® (Gill 1983), la glucosa “superficial” se ha
consumido completamente y la difusiéon de la misma desde el interior del musculo
resulta insuficiente, por lo que comienzan a utilizar el lactato y los aminoécidos
generando a partir de estos sustancias malolientes (Gill 1986, Greer 1989). Entonces, el

pH de la carne aumenta como consecuencia de la liberacion de amoniaco, produciéndose
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por ello un incremento en la capacidad de retencion de agua de las proteinas, lo que las

hace mas susceptibles al ataque de las proteinasas bacterianas (Kraft 1992).

En menor cantidad, también se producen otros metabolitos como aminas
(cadaverina, putrescina, isobutilamina), sulfuro de hidrégeno y metil sulfuro, que, atin en
pequefias concentraciones, algunos de ellos (aminas volatiles y sulfuros), confieren a la
carne olores y sabores marcadamente desagradables (Eskin y col. 1971, Miller y col.
1973). En estas fases, la densidad bacteriana es tan elevada que la acumulacion de

catabolitos es muy rapida (Gill 1983).

De lo expuesto se concluye que el comienzo de la alteracion de la carne en
aerobiosis se produce cuando se agota la glucosa en la superficie. Hay que tener en
cuenta que los porcentajes de carbohidratos en la carne son relativamente bajos (Greer
1989) y que la concentracion de compuestos nitrogenados en el musculo suele ser

bastante mas elevada (Ingram y Simonsen 1980).

En las carnes DFD, las pseudomonas, ademas de Shewanella putrefaciens, son
igualmente los microorganismos que determinan su alteracion. El pH de estas carnes,
mas elevado que el de las carnes normales, no influye negativamente en el desarrollo de
las pseudomonas (Gill y Newton 1982). Sin embrago, la glucosa puede estar ausente
desde las primeras fases del desarrollo bacteriano y los microorganismos tendran que
recurrir a los aminoacidos directamente. En estas condiciones, la alteracion resulta

evidente con concentraciones microbianas de 10%cm? (Gill 1983).

1.1.2.b. Alteracion de la carne en anaerobiosis

Los lactobacilos y Brochotrix termosphacta son los microorganismos que juegan
un papel més importante en la alteracion de la carne en anaerobiosis. Si la microbiota
dominante estd compuesta por lactobacilos, la fermentacion de la glucosa produce gran
cantidad de acido lactico y el descenso de pH impide el crecimiento de B.
thermosphacta. En estas condiciones, la alteracion de la carne se detecta sobre todo
como consecuencia de la acumulacion de acidos grasos de cadena corta (Sutherland y

col. 1976). Esta alteracion se produce de forma lenta y s6lo se detecta mucho después de
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haberse alcanzado la fase estacionaria microbiana (Newton y col. 1977, Sutherland y

col. 1975).

En carnes con valores de pH 6,0 o superiores, Shewanella putrefaciens, tiene un
papel importante en su alteraciéon, ya que en condiciones anaerobicas con
concentraciones de 10° ufc/cm? se producen grandes cantidades de sulfuro de hidrogeno
y, por tanto, de sulfomioglobina, lo que provoca un evidente enverdecimiento de la carne

(Nicol y col. 1970, Gill y Newton 1979).

En el caso particular del envasado a vacio, si éste no consigue evacuar
practicamente todo el oxigeno o existen problemas de hermeticidad en el envase, las
pseudomonas proliferaran y alteraran la carne de igual modo a lo descrito para las
condiciones aerobias. La alteracion aparece entonces con densidades bacterianas
relativamente bajas, 10° pseudomonas/cm” (Newton y col. 1977) debido al consumo de
glucosa por los lactobacilos, cuya velocidad de crecimiento suele ser similar en
aerobiosis y en condiciones de vacio, y a que las pseudomonas, al crecer en
concentraciones limitantes de oxigeno, degradan los aminoacidos incluso en presencia

de glucosa (Gill 1983).

1.1.2.c. Procesos de adhesion bacteriana a la superficie carnica.

Ya se ha dicho que la superficie de la carne es el lugar donde se desarrollan las
bacterias que la alteran (Gill 1986; Delaquis y col. 1992). La formacion de agregados de
microorganismos es ubicua, tanto en ecosistemas naturales, como artificiales (Costerton
y col. 1987). La atraccion y fijacion entre las bacterias y una superficie se debe a las
caracteristicas fisico quimicas de ambas (Marshall 1976). La interaccion entre ellas se
consolida a menudo mediante la secrecion de sustancias extracelulares y el crecimiento
puede dar lugar a la formacion de comunidades complejas de agregados celulares
(Costerton y col. 1985), cuyo desarrollo se produce de acuerdo a unos complejos
patrones de comportamiento superficial especificos para cada tipo de microorganismo

(Lawrence y col. 1987; Marshall 1988).
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Las interacciones entre las bacterias y las superficies se producen tanto en
alimentos como en las superficies de los equipos de procesado. Desde éstas, los
microorganismos pueden pasar a formar parte de la microbiota contaminante de
cualquier alimento, como la carne. Considérese sobre todo el faenado de una canal y su
despiece y se comprendera la facilidad con que este producto puede contaminarse al

contactar con ganchos, cuchillos, guantes, mesas, etc.

Los estudios realizados por Warriner y col. (2001) han concluido que no existen
diferencias significativas entre la fuerza de adhesion de las distintas bacterias que
analizaron: Pseudomonas fragi, NCTC 10689, Listeria monocytogenes BL5/2,
Salmonella typhimurium LT2 y Escherichia coli IM109.

Notermans y Kampelmacher (1974) demostraron que el lavado de las canales
reducia el nimero de microorganismos adheridos a la carne. De hecho, estos primeros
trabajos sirvieron de base para el desarrollo de técnicas de deteccion y cuantificacion de
las bacterias adheridas a la superficie de la carne. La facilidad con que unas bacterias
pueden eliminarse de la superficie mediante lavado se expresa en términos del valor S,
que se define como el logaritmo de la relacion entre los recuentos obtenidos mediante
mezcla de la carne y los obtenidos mediante lavado (Firstenberg-Eden y col. 1979).
Otros autores, como Dickson y Koohmaraie (1989), han propuesto una expresion
matematica simple: el valor Sg, que representa el porcentaje total de la poblacion

bacteriana asociada a la superficie.

Si bien la adhesion de las bacterias a la superficie carnica es facilmente
demostrable (Yada y Skura 1982), se han realizado diferentes trabajos para determinar el
grado de esta adhesion y comprobar si la misma es un hecho accidental o por contra, este

producto es especialmente susceptible a las adhesiones.

En este sentido, Delaquis y McCurdy (1990) contaminaron intencionadamente
filetes de carne de vacuno con Pseudomonas fragi y Pseudomonas fluorescens.
Posteriormente, los incubaron para favorecer la adhesion y tras un lavado con diferentes
diluyentes (KCl 0,1 M, agua de peptona al 0,1 % y NaCl 0,1 M) determinaron los

porcentajes de adhesion, expresados como Sgr. Los resultados fueron similares a los
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obtenidos por Dickson y Koohmaraie (1989). No se encontraron diferencias
significativas en la capacidad de movilizar bacterias de la superficie entre los tres
diluyentes utilizados, aunque el mas efectivo, resultd ser el KCl, coincidiendo con lo
publicado por Appl y Marshall (1984) quienes atribuyeron a esta sal la capacidad de

interferir los procesos de adhesion en las fases iniciales.

En este mismo trabajo Delaquis y McCurdy (1990) demostraron que la adhesion
de las dos bacterias estudiadas se producia rapidamente a 25 °C, llegando al 60% en la
primera media hora y el 80-90% a las 5 horas de incubacion. A 4 °C, la adhesion se
produjo muy rapidamente en Pseudomonas fluorescens y de forma mas lenta en
Pseudomonas fragi sin afectar, no obstante, al total de células adheridas a las 24 h. Asi
mismo, comprobaron que con el tiempo aumentaba proporcionalmente el numero de

bacterias no adheridas respecto a las adheridas.

En lo referente al tiempo necesario para que tenga lugar la adhesion bacteriana,
los estudios realizados con Pseudomonas fragi y con Brochotrix termosphacta han
demostrado que el 80% de la adhesion se completa en el primer minuto de contacto,

presentando P. fragi mayor adhesion que B. termosphacta (Han y Yang 1999).

La temperatura de almacenamiento de la carne también influye en la capacidad
de adhesion bacteriana a la superficie, siendo mayor a temperaturas de 4 °C, que a 25 °C

(Delaquis y McCurdy 1990).

Estudios realizados respecto a la adhesion bacteriana a la superficie de canales de
vacuno tratadas con vapor, demostraron que no existe diferencia significativa entre la
adhesion que se produce en estas canales, respecto a las no tratadas (Warriner y col.

2001).

También se ha observado la capacidad de adhesion de ciertas bacterias
patogenas, como E. coli enterohemorragico; éstas permanecieron adheridas y viables tras
12 dias de haberse inoculado experimentalmente en carne picada, si bien no se aprecid
crecimiento, manteniéndose los recuentos en unos niveles similares a los del inoculo

inicial (Santos y col. 1995).
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Rodrigues y col. (1996) han estudiando la adhesion bacteriana sobre diferentes
proteinas musculares comprobando que la adhesion sobre la miosina, la actina y el
fibrindgeno es menor que la que se produce en el coldgeno o la elastina. Estos autores
concluyeron que la adhesién bacteriana a la superficie cérnica estd asociada
principalmente al colageno perimisial que mantiene juntas las fibras musculares.
Delaquis y col. (1992) también consideran que el colageno y la elastina son las zonas

preferentes de adhesion bacteriana en la superficie carnica.

Benedict y col. (1991), encontraron que algunas sustancias como la manosa
inhibian la adhesion de Salmonella sp. a la carne de pollo, si bien DeGraft-Hanson y

Heath (1990) comprobaron que esta inhibiciéon no se producia con pseudomonas.

1.1.3. LA CARNE PICADA

Dado que en esta memoria se aborda la aplicacion de la técnica de la p-
nitroanilina para la evaluacion de la carga bacteriana en la carne picada, procede realizar
una revision de los aspectos que diferencian a este producto de las piezas de carne o los

filetes.

El Real Decreto 1916/1997 por el que se establecen las condiciones sanitarias
aplicables a la produccion y comercializacion de carne picada y preparados de carne,
define la carne picada como aquella que ha sido sometida a una operacion de picado en
fragmentos o al paso por una maquina picadora continua. Esta norma es de obligado
cumplimiento en la carne picada elaborada en las industrias carnicas. Sin embargo, no es
de aplicacion a la carne picada y a los preparados de carne producidos en
establecimientos de venta al por menor o a los elaborados en los locales adyacentes a los
puntos de venta para suministro directo al consumidor, en los que debe aplicarse la

Orden 14/86.

La Orden de 14 de enero de 1986 por la que se aprueba la norma de calidad para
carnes picadas de vacuno, ovino y porcino destinadas al consumo interior, define la
carne picada en el punto 4 de forma mas explicita, como “el producto constituido por

carne magra de vacuno o de ovino o de porcino, debidamente picada, que no ha sufrido
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ni la accion del calor, ni la maduracion, ni la maceracion”. Esta misma norma
especifica en el punto 5.4.1, respecto a la consistencia, que “e/ producto debe estar
suficientemente ligado, formando un conjunto homogéneo de consistencia pastosa”. Esta
norma prohibe expresamente la mezcla de carnes de distintas especies, aunque esto no es

de aplicacion para las carnes picadas preparadas en presencia del consumidor.

Desde el punto de vista microbiologico, la carne picada es uno de los productos
mas estudiados tanto por sus implicaciones en la salud publica (Herrer 1995), como por

la indudable importancia econdmica que representa para la industria carnica.

Kraft (1992) cita, que algunos autores, como Kirsch a mediados del siglo XX se
sorprendian al comprobar que la calidad microbioldgica de la carne picada no habia
variado en los ultimos 30 6 40 afos. Sin embargo, los sistemas de produccion e
inspeccion mas modernos, basados en el analisis de peligros y puntos criticos de control
(APPCC), que inciden en la prevencion de la contaminacion a lo largo de todas las fases
de produccion, han conseguido mejorar la calidad higiénica de la carne —incluyendo la
picada- y en los ultimos afios se detectan menos contaminaciones y recuentos menos

elevados como ya senalaron Eisel y col. (1997).

No obstante, incluso en los sistemas de produccién que respetan estos métodos,
la perdida de control de la temperatura durante el almacenamiento, conlleva un
incremento rapido del numero de bacterias (Gill y McGinnis 1993). Pizzin y col. (2000)
evaluaron la calidad microbioldgica de la carne picada y de hamburguesas de vacuno y
porcino comercializadas en supermercados y carnicerias; comprobaron que, en general,
la calidad era satisfactoria; no obstante, enfatizan en la necesidad de un control
exhaustivo de las temperaturas de almacenamiento. Herdia y col. (2001) obtuvieron
peores resultados al estudiar la calidad microbiologica de la carne picada comercializada
en el area metropolitana de Monterrey (M¢jico). Estos autores comprobaron que la
calidad de las muestras analizadas resultaba insatisfactoria, con recuentos superiores a
10° coliformes/g en el 40 % de las muestras y presencia de patogenos como Salmonella
spp. (11,4% de las muestras), Listeria spp. (62 %), Listeria monocytogenes (16 %) o E.
coli (76 %).
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Mientras que la contaminacién bacteriana de la carne en piezas se limita
practicamente a la superficie, el proceso de picado hace que la carga microbiana se
distribuya de forma homogénea por toda la masa. Ademas, durante el picado se produce
una liberacion de extracto acuoso de la carne, de forma que el sustrato final resulta
sumamente favorable para el crecimiento bacteriano (Duitschaever 1973, Herrer 1995).
Por otra parte, hay que tener en cuenta que la carne picada y sus derivados, tanto
refrigerados como descongelados, se consume, en muchas ocasiones, tras tratamientos
culinarios insuficientes o inadecuados (El-Leithy y Rashad 1989, Kraft 1992, Eisel y col.
1997).

Desde la década de los 70 ha habido mucho interés en establecer estandares de
calidad microbioldgica para los alimentos en general y la carne picada en particular
(Carl 1975, Pivnick y col. 1976, Winslow 1979). Las tablas 1.2 (criterios
microbiologicos) y 1.3 (criterios de composicion) recogen las exigencias de calidad de la

carne picada establecidas por la legislacion espafiola en las normas a las que se ha hecho

referencia.
Tabla 1.2
Criterios microbiolégicos aplicables a la carne picada

Norma y ambito de aplicaciéon Microorganismo Limite permitido
Orden 14/86 Salmonella Ausenciaen 25 g
(BOE 21/01/86) Shigella Ausenciaen 25 g
Carne picada elaborada por Staph. aureus enterotoxigénico Maximo 1x10? ufc/ g
establecimientos de venta al menor Clostridium perfringens Méximo 1x107 ufc/g
Real Decreto 1916/97 Aerobios mesofilos n=5, c=2, m:5x105/g, M= 5x106/g
(BOE 13/01/98) E. coli n=5, c=2, m=50/g, M= 5x10%/g
Carne picada elaborada por Salmonella Ausenciaen 10 g
industrias carnicas Staphilococcus aureus n=5, c=2, m=10%g, M= 5x10%/g

n= Numero de unidades que componen la muestra

c= Numero de unidades de la muestra que manifiestan valores situados entre m y M

m= Limite por debajo del cual todos los resultados se consideran satisfactorios

M= Limite de aceptabilidad por encima del cual los resultados dejan de considerarse satisfactorios. M= 10xm cuando el recuento se
efecttia en medio solido y es igual a 30xm cuando el recuento se efectia en medio liquido.

Fuente: Orden de 14 de enero de 1986 (BOE n° 18 de 21 de enero). Real Decreto
1916/1997 de 19 de diciembre (BOE n° 11 de 13 de enero de 1998).

Un hecho a tener en cuenta es que la ausencia de microbiota competitiva no

patogena, puede favorecer el posterior desarrollo de microorganismos patdogenos
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contaminantes. Asi, en un trabajo de Jay (1996a), se hacia la pregunta “;cuan limpio es
demasiado limpio?” y concluia que la microbiota de fondo ejerce un efecto antagonista
frente al desarrollo de patdgenos y que cargas bacterianas de microorganismos alterantes
no patégenos del orden de 10° a 10° bacterias/g de carne, representaban un riesgo menor
que cargas de 10° bacterias/g.

Tabla 1.3

Criterios de composicion de la carne picada

Carne elaborada por establecimientos de venta al menor (Orden 14/86)

Especie
Parametro
Vacuno Ovino Porcino
Relacion humedad/ proteina ( maximo) 3,7 39 3,8
Grasa (minimo) 20 % 24 % 24 %
Hidroxiprolina (méaximo) 0,32 % 0,32 % 0,32 %

Carne elaborada por industrias carnicas (Real Decreto 1916/1997)

Carne picada

Parametro
Magra De vacuno Que contenga De otras
cerdo especies
Porcentaje de materia grasa <7 <20 <30 <25
Relacion colageno/proteina de carne <12 <15 <18 <15

Fuente: Orden de 14 de enero de 1986 (BOE n° 18 de 21 de enero). Real Decreto
1916/1997 de 19 de diciembre (BOE n° 11 de 13 de enero de 1998).

Gram (1993) comprobd el efecto antibacteriano de algunas cepas de
pseudomonas aisladas de productos de la pesca congelados. En este sentido, las bacterias
lacticas, son las mds comtinmente utilizadas como flora competitiva en los productos
carnicos. Abdel-Bar y Harris (1984) indicaron que Lactobacillus bulgaricus a niveles de
10* a 10%g tenfan un efecto inhibidor frente a microorganismos patdgenos en carne

picada.

El posible problema de la utilizacion de bacterias lacticas como cultivos
protectores es la generacion de sabores acidos en la carne y otros alimentos. En un
trabajo realizado por Yi-mei Sun y Ockerman (2001), se estudiaron las interacciones
entre Pseudomonas fluorescens, como representante de la microbiota alterante, y E. coli

no patogeno, como representante de contaminacion fecal, inoculados sobre carne picada
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estéril. Se comprobd que P. fluorescens manifestaba cierta actividad limitadora del

crecimiento de E. coli.

Entre la microbiota contaminante también se pueden citar efectos sinérgicos, asi
Marshall y col. (1992) han demostrado que la presencia y desarrollo de Pseudomonas
fluorescens potencia la multiplicacion de Listeria monocytogenes, lo que puede deberse
a la liberacion de péptidos facilmente metabolizables por el patégeno, provocada por la

reconocida capacidad proteolitica de las pseudomonas.

Aunque la carne picada envasada de forma centralizada en la industria puede
tener cargas microbianas menores que la preparada en las tiendas minoristas, el tiempo
transcurrido entre el picado y la venta tiene mas influencia en la calidad microbiolédgica
que la carga inicial (Kraft 1992), por lo tanto, ademas de la vigilancia en origen, resulta

muy recomendable un buen control en el comercio minorista.

La alteracion de la carne picada se produce de forma similar a la de la carne en
piezas. Sin embargo, en este caso, todo el sustrato se encuentra disponible para los
microorganismos y estos estan distribuidos homogéneamente en toda la masa céarnica. La
facil disponibilidad del sustrato y el efecto de disolucion del picado, conlleva que las
bacterias alcancen densidades superiores por gramo de carne picada, que por cm’ de

superficie carnica, antes de que la alteracion de la carne sea evidente (Gill 1983).

El-Leithy y Rashad (1989), en un estudio microbioldgico de la carne picada y de
productos elaborados a partir de la misma, indicaron, aunque resulte sorprendente, que
ninguna de las muestras en las que se obtuvieron recuentos de microorganismos
psicrotrofos de 10’/g e incluso de 10%/g, presentaba malos olores ni signos de alteracion.
En este mismo trabajo se detectd la presencia de lactobacilos, enterobacteriaceas y
enterococos en todas las muestras analizadas aunque en proporciones no muy elevadas

respecto a la microbiota total.

Casos como el expuesto en el parrafo anterior, en el que se demuestra que en

ocasiones los sentidos no son lo suficientemente eficaces para detectar cargas
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bacterianas elevadas, ponen de manifiesto la necesidad de técnicas rapidas para estimar

la alteracion de la carne en sus primeras fases.

Si la carne picada se envasa en paquetes muy apretados, las particulas, al
juntarse estrechamente, dificultan el acceso del oxigeno al interior de la masa e impiden
el crecimiento de los microorganismos aerobios en el interior, favoreciendo el de los
anaerobios. No obstante, el tiempo en el que aparecen signos de alteracion resulta

similar tanto en carnes empaquetadas de forma “apretada”, como “holgada” (Gill 1986).

Von Holy y Holzapfel (1988) estudiaron la microbiota alterante de la carne
picada en diferentes condiciones de almacenamiento. Observaron que, entre las bacterias
gram negativas, las pseudomonas fueron las predominantes (63 %) y el resto pertenecio,
practicamente, al grupo de enterobacterias. Entre las gram positivas, los lactobacilos
supusieron un 45 %. También obtuvieron un 28 % de aislamientos de levaduras.
Informaron que las pseudomonas crecieron incluso en las muestras envasadas al vacio y
los lactobacilos aparecieron en un numero significativo en todas las muestras, incluso en

las almacenadas en aerobiosis.

Shewanella putrefaciens no se considera uno de los principales microorganismos
alterante de la carne picada conservada en aerobiosis; aun asi, Parker y Levin (1983),
observaron que el 100 % de los 65 aislamientos obtenidos a partir de carne picada de
cepas productoras de sulfuro de hidrogeno, se correspondia con Shewanella

putrefaciens.

1.1.3.a. Carne picada adicionada de proteina de soja.

A la carne picada se le adiciona en ocasiones proteina de soja para la elaboracion
de hamburguesas y otros productos céarnicos (Morris y col. 1987, El-Leithy y Rashad
1989, Abdel-Aziz y col. 1997). Esta adicion afecta a la microbiota de la carne y puede

influir en el acortamiento de la vida 1til del producto.

Harrison y col. (1981) observaron que el crecimiento de las bacterias psicrotrofas

y mesofilas, después de 6 dias a 4 °C, fue mayor en las muestras adicionadas de soja que
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en las que no se afiadi6 esta proteina. Draughon y col. (1982) también observaron que al
comparar las cargas de microorganismos psicrotrofos en carne picada con y sin adicion
de soja, conservada a 0 y 6 °C, los recuentos de las muestras adicionadas fueron
significativamente superiores a los de las no enriquecidas en soja. Igualmente, las
bacterias lacticas crecieron mejor en carne picada adicionada de soja que en la no

adicionada (Bell y Shelef 1978).

Los resultados de diferentes trabajos indican que existe una relacion cuantitativa,
de tal forma que las muestras adicionadas con porcentajes superiores de soja, se alteran
proporcionalmente mas pronto que las que contienen porcentajes menores (Craven y
Mercuri 1977, Draughon y col 1982). Asi, tras 8 dias a 4 °C, se realizaron recuentos en
muestras de carne picada de vacuno y pollo a las que se les adicion6 cantidades del 10 y
del 30 % de concentrado de soja, obteniéndose recuentos significativamente mayores en
las muestras adicionadas con un 30 % que en las adicionadas con un 10 % (Craven y

Mercuri 1977).

La proteina de soja puede actuar protegiendo a los microorganismos de la accion
del frio, especialmente en la congelacion y proporcionando nutrientes adicionales (Kraft
1992). Aunque algunos trabajos como los de Foster y col. (1978), contrariamente a lo
expuesto, concluyen que la adicién de soja no influye en la carga bacteriana de la carne
picada, la mayoria indica que ésta estimula el crecimiento bacteriano y hace que el

producto se altere con mas facilidad.

De forma general se ha observado que el picado de la carne provoca un
acortamiento de su vida util. Este es un hecho incuestionable que, por si solo, justifica la
puesta a punto de técnicas que estimen de forma rapida su carga microbiana. Las
técnicas rapidas son convenientes para cualquier producto, pero resultan imprescindibles
para los alimentos con vidas utiles mas cortas. Si no se dispusiera de ellas, se podria
librar a la venta productos de dudosa calidad o retener hasta su alteracion alimentos que,

en el momento de la toma de muestras, eran perfectamente comercializables.

31



INTRODUCCION

1. 2. AMINOPEPTIDASAS DE ORIGEN BACTERIANO

1.2.1. NOMENCLATURA Y CLASIFICACION

Los términos “proteinasa” (endopeptidasa) y “proteasa” se utilizan a menudo de
forma indistinta; sin embargo, se considera que proteinasa es mas especifico que
proteasa (McDonald 1985), ya que el término proteasa abarca tanto las endo como las
exoenzimas, mientras que el término proteinasa se refiere a las endopeptidasas que
catalizan principalmente la hidrolisis de las uniones internas de péptidos y que, ademas,
son muy activas frente a proteinas de gran tamafo (Barret 1980). El término “proteasa”,
pues, incluye, ademas de otras enzimas proteoliticas (p.e. peptidasas, aminopeptidasas,

carboxipeptidasas, etc.), a las proteinasas.

Las exopeptidasas hidrolizan solamente los enlaces peptidicos que se encuentran
al final de la cadena peptidica porque generalmente requieren un grupo a-amino o o-
carboxilo no sustituido. Las bacterias suelen poseer exopeptidasas intracelulares o

ligadas a la membrana celular (McKellar 1989).

El Comité de Nomenclatura de la Union Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular, en su Nomenclatura Enzimatica, publicada en 1992, y ampliada con 5
suplementos posteriores (véase la referencia bibliografica Nomenclature Comité of ...),
contempla dentro de la clase 3 (hidrolasas), la subclase 3.4 (peptidasas). A su vez, dentro
de las peptidasas distingue 14 tipos de enzimas entre las que cabe destacar las
aminopeptidasas (EC 3.4.11) y algunas endopeptidasas como las metaloendopeptidasas
(EC 3.4.24) que son las mas frecuentes en los microorganismos alterantes de la carne

(McKellar 1989).

1.2.2. AMINOPEPTIDASAS EN BACTERIAS GRAM NEGATIVAS.

Los trabajos cientificos en los que se hace referencia a la presencia de enzimas

aminopeptidasicas en distintas especies bacterianas son muy abundantes. Ya en 1975

Lazdunski y col. estudiaron una enzima capaz de hidrolizar la I-alanina-p-nitroanilida
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detectada en varias cepas de Escherichia coli. Los estudios de la especificidad por
determinados sustratos indicaron que se trataba de una aminoendopeptidasa, ya que
mostraba actividad tanto aminopeptiddsica como endopeptiddsica (Lazdunski y col.
1975a). Posteriormente, Wingfield y col. (1989) aislaron y purificaron a partir de
Escherichia coli y de Salmonella typhimurium una aminopeptidasa especifica para la

metionina, denominada peptidasa M, cuya actividad se ve estimulada por iones Co>".

La actividad l-alanina-aminopeptidasa se ha detectado principalmente en las
bacterias gram negativas; esta actividad puede ponerse de manifiesto utilizando como
sustrato la l-alanina-4-nitroanilida (Cerny 1972, 1976, 1978, Teuber y Cerny 1973,
Murgier y col. 1976). Esta propiedad de las gram negativas se utiliz6 en un principio
para el desarrollo de pruebas capaces de diferenciar estas bacterias de las gram positivas

(Costin y col., 1983; Otte y Tolle, 1980).

En Pseudomona aeruginosa se ha aislado una aminopeptidasa con un peso
molecular de 28.000 daltons, con un pH 6ptimo de actuacion de 8,5 sobre un sustrato de
leucina-p-nitroanilida. Es una enzima dependiente del zinc, ya que su actividad queda
inhibida por los quelantes del zinc. Mediante secuenciacion de los primeros 20 residuos
y comparacion con otras proteinas, se ha comprobado que presenta diferentes
porcentajes de similitud con aminopeptidasas de otras especies como Streptomyces
griseus, Bacillus subtilis, Sacharomyces cerevisiae, Aeromonas caviae, Vibrio
proteoliticus y Vibrio cholerae , por lo que se estima que pueden pertenecer todas ellas a

la familia M28 de metaloproteinasas (Cahan y col. 2001).

Son bastantes las referencias bibliograficas acerca de metaloproteinasas en
Pseudomonas aeruginosa. Asi, Bayoudh y col. (2000) purificaron y aislaron, en la cepa
MNI1 de esta especie, una proteinasa alcalina de 32.000 daltons cuya actividad se veia
fuertemente inhibida por el EDTA, asi como por iones Zn>", Cu*" y Hg”" y parcialmente
inhibida por Ca®* y Mn®". En la cepa CCRC 15541 también se ha aislado una
metaloproteinasa neutra que presenta una actividad maxima a 60 °C y pH 7,0, capaz de
conservar un 85 % de su actividad tras una hora de incubacion a 60 °C e, igualmente, se
ve fuertemente inhibida por la accién del EDTA (Lu y Chang 1996). Es de reseiar que,

de forma general, las proteinasas procedentes de Pseudomonas spp., junto con las de
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Aeromonas hydrophila y Serratia marcescens, se encuentran entre las mas estables al

calor (Braun y col. 1998).

Lundy y col. (1996) estudiaron mediante inmunobloting, la reactividad cruzada
de los patrones de anticuerpos de la proteinasa de Pseudomonas fluorescens con las
proteinas extracelulares producidas por diferentes pseudomonas asociadas con la
alteracion de la carne, entre las que se incluyeron Pseudomonas fragi 'y Ps. ludensis. Los
resultados mostraron la existencia de reactividad cruzada en diferente grado, lo que
indica la presencia comun de determinantes antigénicos entre las enzimas proteoliticas

de las pseudomonas alterantes de la carne.

También se han estudiado las aminopeptidasas y otras proteasas de las
pseudomonas que mds habitualmente se aislan de carne alterada. Asi la Pseudomonas
putida ATCC 12633, produce una L-aminopeptidasa que se activa fuertemente por los
cationes divalentes y que presenta una gran especificidad por sustratos tales como las
amidas de dipéptidos y alfa-4-aminoacidos (Hermes y col. 1993). Pseudomonas fragi
ATCC 4973 posee unas vesiculas extracelulares que presentan una marcada actividad
proteolitica y que pueden jugar un papel importante en la distribucion fisioldgica de las
proteinasas extracelulares (Myhara y col. 1990). Estudios realizados por este mismo
autor verificaron que las condiciones 6ptimas de cultivo para la produccion de proteasas
en esta especie son: 12,5 °C, un pH inicial de 6,8, 314 mM de nitrogeno orgénico
(glutamina), y 7,42 ppm de O, disuelto en el medio (Myhara y Skura 1990). Otros
autores como Blair y McDowell (1995), utilizando técnicas inmunologicas de ELISA

sandwich, han puesto de manifiesto también la presencia de proteasas en Pseudomonas

fragi

Murgier y col. (1976) compararon la movilidad electroforética de las
aminoendopeptidasas aisladas de diferentes bacterias gram negativas y comprobaron que
todos los Rf, como muestra la tabla 1.4, eran muy similares; esto, junto con su

inmunorreactividad cruzada, indica una gran similitud entre estas enzimas homologas.
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Tabla 1.4
Comparacion de la movilidad electroforética de aminoendopeptidasas de

bacterias gram negativas.

Especie Rf (1)
E. coliK10 0,59
Salmonella typhimurium 0,59
Proteus mirabilis 0,56
Pseudomonas acidovirans 0,60
Aerobacter aerogenes 0,61
Serratia marcescens 0,55

(1) Valor calculado como la relacion entre la distancia recorrida por la banda del enzima y el recorrido total del frente.

Fuente: Murgier (1976)

1.2.3. AMINOPEPTIDASAS EN BACTERIAS GRAM POSITIVAS

Entre las bacterias lacticas productoras de aminopeptidasas se puede citar a
Lactobacillus helveticus CNRZ32, que produce una aminopeptidasa con una actividad
maxima a 45 °C y pH 6,5, capaz de hidrolizar una gran variedad de sustratos derivados

de la p-nitroanilida (Fernandez de Palencia y col. 2000).

La cepa LHE-511 de esta misma especie produce, por una parte, una prolil
aminopeptidasa activa en un intervalo de pH de 4,5 a 6, con una temperatura 6ptima de
actuacion de 35 °C, y una aminopeptidasa de estructura monomérica (92.000 daltons de
peso molecular) ligada a la superficie, cuyas condiciones Optimas de actividad son pH
7,0 y 37 °C y que se inhibe por la accion de agentes quelantes (Miyakawa y col. 1992,
1995).

Se ha aislado en Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus una aminopeptidasa
con un peso molecular de 98.000 daltons, que presenta una actividad maxima, a pH 6,0 y
40 °C, sobre la L-lisina-4-nitroanilida (Tsakalidou y col. 1993). En este mismo trabajo
también se aisld6 una aminopeptidasa en Streptococcus thermophilus, con un peso
molecular de 89.000 daltons y una actividad maxima a pH 6,5 y 35 °C sobre el mismo

sustrato.
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Otras bacterias gram positivas en las que se ha puesto de manifiesto la presencia
de aminopeptidasas son: Lactococcus lactis (Van Alen-Boerrigter y col. 1991, Garde y
col. 2002), Bacillus cereus (Fricke y Aurich 1993), Micrococcus spp. (Marth 1989) o

algunas cepas de estreptococos (Cowman y Baron 1993).

A continuacidn, en la tabla 1.5 se relacionan una serie de bacterias, tanto gram

negativas como gram positivas, en las que se han aislado aminopeptidasas.

Tabla 1.5

Relacion de bacterias en las que se han aislado aminopeptidasas.

Bacterias Gram negativas:

Escherichia coli Serratia marcescens
Escherichia adecarboxylata Serratia fonticola
Shigella sonei Serratia liquefaciens
Salmonella sp. Proteus miriabilis
Citrobacter freundii Proteus vulgaris
Citrobacter diversus Morganella morganii
Klebsiella pneumoniae Providencia alcalifaciens
Klebsiella oxytoca Pseudomonas aeruginosa
Enterobacter spp. Pseudomonas fluorescens
Enterobacter aerogenes Pseudomonas putida (1)
Enterobacter aglomerans Pseudomonas fragi (2)
Enterobacter cloacae Pseudomonas acidovirans
Enterobacter sakazaki Yersinia enterocolitica
Erwinia diversus Yersinia intermedia
Hafnia alvei Shewanella putrefaciens (8)

Bacterias Gram positivas:

Bacillus cereus Streptococcus mutans (5)
Bacillus subtilis Streptococcus cricetus (5)
Bacillus circulans Streptococcus sobrinus (5)
Bacillus licheniformis Lactobacillus helveticus (6)
Lactococcus lactis (3) Lactobacillus delbrueckii (7)

Streptococcus thermophilus (4)

Fuente: Manafi y Kneifel 1990, (1) Hermes y col. 1993, (2) Harmayani y col. 1991, (3) Garde y col. 2002,
(4) Tsakalidou y col. 1998, (5) Cowman y Baron 1993, (6) Fernandez de Palencia y col. 2000, (7)
Tsakalidou y col. 1993, (8) Odagami y col. 1994
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1.2.4. LOCALIZACION DE LAS AMINOPEPTIDASAS.

La localizacion de las enzimas en la célula resulta fundamental, ya que, en
ocasiones, condiciona la actividad enzimatica y explica el comportamiento de las

bacterias frente al sustrato propio de la enzima.

En este sentido, es importante recordar la diferente composicion de la pared
celular de las bacterias gram positivas y gram negativas. Asi, la envoltura de las
bacterias gram positivas consta de dos capas: la membrana citopldsmica, en contacto con
el citosol, y exteriormente una capa de peptidoglicano o mureina que consta de varias
capas (hasta 50), constituyendo una gruesa red tridimensional. Sin embargo, en el caso
de las gram negativas, la cubierta bacteriana consta de tres capas: la membrana
citopldsmica, una capa fina de peptidoglicano (de 1 nm de espesor y con poros) y una
membrana externa con estructura de bicapa lipidica exclusiva de estas bacterias. Entre la
membrana externa y la citoplasmica, existe un compartimento acuoso bafiando la capa
de peptidoglicano denominado periplasma o espacio peripldsmico. Este gel periplasmico
es una soluciéon densa abundante en macromoléculas (Oliver 1997). Las peptidasas
periplasmicas pueden degradar los péptidos presentes en el medio externo (Fricke y

Aurich 1993).

Lazdunski y col. (1975) fueron los primeros en sugerir una localizacion
periplasmica de la aminopeptidasa N descrita en E. coli. No obstante, con posterioridad
le asignaron, al igual que otros autores, una localizacion citoplasmica (Oliver 1997,
Lazdunski 1989). Con la intencidn de aclarar la localizaciéon de determinadas enzimas en
las bacterias, Fricke y Aurich (1993) realizaron un interesante trabajo en el que
comprobaron la actividad aminopeptidasica de diferentes fracciones obtenidas mediante
shock osmético y rotura mecanica en Acinetobacter calcoaceticus y Pseudomonas
aeruginosa (como representantes de las bacterias gram negativas), y mediante rotura
mecanica en Bacillus cereus (como representante de las bacterias gram positivas). Los
resultados que obtuvieron se resumen en la tabla 1.6. Estos autores demostraron que las
enzimas aminopeptidasicas en las bacterias gram negativas se encontraban sobre todo en
el espacio periplasmico, mientras que en las gram positivas se encontraban en el citosol.

Ademas, la actividad aminopeptidasica de B. cereus resulto ser de 3 a 7 veces menor que
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la de P. aeruginosa y A. calcoaceticus. La enzima malica, que se localiza
exclusivamente en el citosol, servia como control para comprobar que no habia

contaminacion del periplasma por parte de las enzimas citosolicas.

Esta diferente localizacion enzimatica explica por qué las bacterias gram
positivas productoras de aminopeptidasas, como B. cereus, no hidrolizan sustratos

extracelulares como la alanina-7-metilcumarina o la alanina-p-nitroanilida.

Tabla 1.6
Distribucion de las actividades aminopeptidasicas (%) para el ataque a diferentes

sustratos, en diferentes fracciones de bacterias gram negativas y gram positivas.

Bacterias gram negativas: Acinetobacter calcoaceticus, Pseudomonas aeruginosa

Sobrenadante de sacarosa Sobrenadante del Membranas
Enzima / sustrato del shock osmotico Periplasma Citosol lavado de membranas lavadas

Enzima malica - 0,3 98,4 0,7 0.6
Glutamico-p-nitroanilida 17,9 73,4 6,1 0,5 2.1
Alanina- p-nitroanilida 3,8 93,4 1,3 0.3 1.2
Leucina- p-nitroanilida 1,0 88,4 6,9 0.2 1.2
Lisina-p-nitroanilida - 95,8 3,8 0.1 0.3
Prolina- p-nitroanilida -- 92,8 6,7 0.3 0.6

Bacterias gram positivas: Bacillus cereus

Membranas lavadas Compuestos solubles (citosol y sobrenadantes de lavado)

Alanina- p-nitroanilida -- 100

NOTA: Se considera actividad aminopeptidasica periplasmica la suma de los porcentajes de los apartados
periplasma mas la del sobrenadante de sacarosa del shock osmotico.

Fuente: Fricke y Aurich 1993)

Jensch y Fricke (1997) en estudios posteriores, inciden en la importancia que
tiene la utilizacion de diferentes métodos para extraer el periplasma y no confiar todo el
estudio de localizaciéon a un solo método de liberacion del mismo. En este estudio
confirmaron la localizacion periplasmica de la alanina aminopeptidasa en Ps. aeruginosa
y descartaron esta localizacion para la leucina aminopeptidasa; en realidad, esta enzima
se localiza en el citosol cerca de la membrana citopldsmica y por esta proximidad pasa al

periplasma por la accion del shock osmotico.
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En algunos casos, surgen dudas sobre la localizacion de una enzima como es el
caso de la aminopeptidasa N descrita por Lazdunski y col (1975) en la cepa K-10 de E.
coli. Trabajando con esta cepa, mediante el shock osmotico solo se liberaron
parcialmente las aminopeptidasas del periplasma. Otras cepas, incluso, son resistentes al
tratamiento. Esto se debe a que en algunas especies, algunas aminopeptidasas se
encuentran fuertemente unidas a la parte exterior de la superficie de la membrana

citoplasmica (Jensch y Fricke 1997).

1.2.5. APLICACIONES DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA BACTERIANA

La capacidad de diversas bacterias para producir aminopeptidasas y otras
proteasas, se utiliza de forma habitual con fines industriales, como por ejemplo, en la
desproteinizacion de subproductos de la pesca (San Lang Wang y San Hwa Chio, 1998,
Yi Su Oh y col. 2000), en la sintesis de edulcorantes artificiales (Lu y Chang 1996), en
el desarrollo de aroma en el cacao (Voigt y col. 1994) o en la hidrdlisis de mezclas
racémicas de amidas de D,L-aminoacidos (Hermes y col. 1993). Raksakulthai y Haard
(2003), en un articulo publicado recientemente, han realizado una revision sobre la

aplicacion de las exopeptidasas para la reduccion de sabores amargos en alimentos.

La actividad aminopeptidasica de las bacterias gram negativas, responsables
mayoritarias de la alteracion de la carne en refrigeracion, también ha servido de base
para el desarrollo de pruebas analiticas que intentan reemplazar los métodos
tradicionales de recuento en placa y que permiten estimar de forma rapida la calidad
higiénica de determinadas materias primas (Pérez de Castro 1988, Greer 1989, Alvarado
y col. 1992, Dainty 1996). En estos trabajos se han utilizado diferentes sustratos
cromogénicos y fluorogénicos para evaluar la actividad aminopeptidasica y/o

endopeptidasica bacteriana.

1.2.6. SUSTRATOS PARA MEDIDA DE LA ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASICA

Los sustratos cromogénicos que se utilizan con mas frecuencia para la evaluacion
de la actividad aminopeptidasica son los derivados de la p-nitroanilida (pNA), bien sean

aminoacidos bien dipéptidos. Los sustratos fluorogénicos estan representados por
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aminoacidos, dipéptidos o tripéptidos derivados de la 7-amino-4-metilcumarina (AMC).
Para la determinacion de la actividad endopeptidasica se usan diferentes oligopéptidos
derivados de la AMC (Murgier y col. 1976, Manafi y Kneifel 1990, Tsakalidou y col.
1993, Nongporn y col. 1999, Stepaniak 2000).

Stepaniak (2000) compard la eficacia de diferentes sustratos y calcul6 los limites

de deteccion microbiana con cada uno de ellos, como se muestra en la tabla 1.7.

Tabla 1.7
Limites teoricos de deteccion microbiana con distintos

sustratos cromogénicos y fluorogénicos.

SUSTRATO LIMITE DE DETECCION (Log ufc/cm?)

Sustratos cromogénicos:

Alanina-pNA 2,83
Leucina-pNA 3,59
Prolina-pNA 5,72
Glicina-Prolina-pNA 5,70

Sustratos fluorogénicos:

Alanina-AMC 2,71
Leucina-AMC 2,45
Glicina-Prolina-AMC 5,43
Lisina-Alanina-AMC 4,67
D-Alanina-Leucina-Lisina-AMC 6,60
Succinico-Alanina-Alanina-Fenilalanina-AMC 5,50
Succinico-Glicina-Prolina-Leucina-Glicina-Prolina-AMC 3,55

Fuente: Stepaniak 2000.

En este caso, el limite de deteccion, se definidé como el logaritmo de las ufc/cm?
de carne asociadas a una lectura de fluorescencia de 1, o a una lectura de absorbancia de
0,001; lecturas correspondientes con los valores mas bajos generados por el

espectrofotometro de fluorescencia y el de ultravioleta-visible respectivamente.
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Como se puede apreciar en la tabla 1.7, los sustratos mas sensibles son la leucina-
AMC entre los fluorogénicos y la alanina-pNA entre los cromogénicos. Ademas,
Stepaniak (2000) concluye que la utilizacion de sustratos fluorogénicos no constituye
ninguna ventaja frente a la alanina-pNA para el desarrollo de técnicas rapidas

evaluadoras de la calidad higiénica de la carne refrigerada y almacenada en aerobiosis.

La utilizacion de estos pseudopéptidos (L-leucina, L-lisina o L-alanina-p-
nitroanilida) como sustratos resulta muy practico, ya que la enzima actia liberando el
aminoacido correspondiente y la p-nitroanilina, un compuesto de color amarillo, que

incluso puede evidenciarse a simple vista.

La reaccion que tiene lugar es la siguiente:

o
NH-C-CH-CH; NH,
aminopeptidasa NH,
+ COOH—AH—CH3
+ H,0
NO, NO,
L-alanina-p-nitroanilida p-nitroanilina + alanina
(incoloro) (color amarillo)

La enzima a la que se ha hecho referencia, descrita primeramente por Cerny
(1972) y posteriormente por Teuber y Cerny (1973), presente en las bacterias gram
negativas, presenta mucha especificidad por el sustrato L-alanina-p-nitroanilida, seguido
de L-lisina-p-nitroanilida, no atacando a sus derivados acetilados (Teuber y Cerny

1973).

Esta enzima, permite a los microorganismos utilizar los péptidos como fuente de
aminoacidos (Simmonds y Fruton 1949), de carbono y nitrégeno aunque también se la
ha implicado en la degradacion de proteinas intracelulares para generar aminodcidos
(Pine 1972), asi como en la separacion del NH, terminal del 60% de las proteinas de

nueva sintesis (Lazdunski y col. 1975).
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1.2.7. BIOSINTESIS Y REGULACION DE ENZIMAS AMINOPEPTIDASICAS

Algunos trabajos, como el realizado por Murgier y col. (1976), demuestran que la
regulacion de la biosintesis de estas enzimas se encuentra condicionada por los niveles
de fosfatos inorganicos disponibles en el medio. Estos autores comprobaron que la
actividad aminopeptidasica de Salmonella spp., Proteus miriabilis y Aerobacter
aerogenes aumentaba de forma ligera y progresiva conforme disminuia el nivel de
fosfatos disponibles en el medio. Una vez llegado un punto en el que los fosfatos
disponibles se agotaban, se produjo una desinhibicién de la biosintesis de la enzima,
multiplicandose por ocho la actividad aminopeptidasica medida mediante hidrolisis de 1-

alanina-p-nitroanilida (Murgier 1976).

También se ha comprobado que el tripolifosfato sodico en bajas concentraciones
producia una inhibicion de la actividad proteolitica de Aderomonas hidrophila sin que se

inhibiera el crecimiento de esta bacteria (Venugopal y col. 1984).

El hexametafosfato sodico, a concentraciones del 0,3 %, puede inhibir la
actividad aminopeptidasica de Pseudomona fragi, mientras que otros fosfatos, como el
pirofosfato acido de sodio, el tripolifosfato sédico o el pirofosfato tetrasodico, también
reducen la actividad aminopeptiddsica, pero en un grado menor. El hexametafosfato
sodico puede producir una inhibicion total de la actividad aminopeptidasica durante 5

dias de almacenamiento a 5 °C (Harmayani y col. 1991).

La inhibicién de la actividad aminopeptidasica producida por los fosfatos se
encuentra en estrecha relacion con la capacidad de estos de inhibir el crecimiento
bacteriano. Asi, el hexametil fosfato sodico, ademas de inhibir la actividad
aminopeptidasica, ralentiza el crecimiento de Pseudomonas fragi. Sin embargo, el
tripolifosfato sodico que reduce la actividad aminopeptidésica de esta misma bacteria, no
puede inhibir su crecimiento (Harmayani y col. 1991). Algo similar comprobaron
Venugopal y col. (1984). Estos autores observaron que el tripolifosfato sddico inhibia la
secrecion de proteasas de Aeromona hydrophila a concentraciones de 0,5 mg/ml,

mientras que para inhibir el crecimiento, eran necesarias concentraciones mas elevadas.
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Se ha propuesto hace tiempo la accion quelante de los fosfatos como la
responsable de la inhibicion del crecimiento microbiano tanto in vitro, como en
productos alimentarios (Post y col. 1963, Garibaldi y col. 1969). Algunos estudios han
sugerido que el hexametil polifosfato interfiere en el metabolismo de los cationes
divalentes, probablemente el Mg, produciendo la inhibicion de la division celular y la
pérdida de la integridad de la pared bacteriana (Miyamoto y col. 1988, Harmayani y col.
1991).

Otras sustancias que acttian como inhibidoras de la actividad aminopeptidasica
son el lactato y el alginato sodico y el lactato calcico. El primero de ellos, a
concentraciones del 3-4 %, presenta un efecto inhibidor, tanto del crecimiento como de
la actividad aminopeptidasica de Pseudomonas fragi. Los otros dos, disminuyen
ligeramente esta actividad en Salmonella typhimurium y Pseudomonas fragi, pero sin
tener efectos en el crecimiento (Harmayani y col. 1991a). La bestatina y la amastatina,
aisladas a partir de Streptomyces, también son inhibidoras de las aminopeptidasas

(McKellar 1989).

La produccion de aminopeptidasas no es constante en todas las fases del
crecimiento bacteriano, de forma que la sintesis de proteasas por parte de las bacterias
psicrotrofas aumenta en la tltima parte de la fase exponencial (Coleman y col. 1975).
Este hecho fue confirmado por Myhara y Skura (1989), quienes comprobaron que la
produccion de enzimas proteoliticas por parte de Pseudomona fragi, comienza entre el

final de la fase de crecimiento exponencial y el principio de la fase estacionaria.
En lo referente a la evolucién de la microbiota en los productos carnicos, se

puede afirmar que existe una correlacion entre la secrecion de proteasas y el crecimiento

bacteriano, asi como, con la alteracion que se produce en los mismos (Venugopal 1990).
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1.3. AMINOPEPTIDASAS DE ORIGEN CARNICO

Quizas sean las células epiteliales intestinales las mas ricas en peptidasas, ya que
estas enzimas son necesarias para un correcto aprovechamiento de las proteinas. No
obstante, en otros muchos tejidos, incluido el muscular, también pueden encontrarse
estas enzimas (Ledeme y col. 1983, Taylor y col. 1984, Lalu y col. 1986, Gal-Garber y
Uni 2000). Muchos autores han puesto de manifiesto aminopeptidasas tanto en el
musculo esquelético humano, como en el de distintas especies animales (McDonald y
Barret 1986, Lauffart y Mantle 1988, Toldra y col. 1992, 1992-a, Flores y col. 1998 y
2000). La presencia de estas enzimas en el musculo favorece la produccion de
aminoacidos libres desde el mismo momento del sacrificio (Nishimura y col. 1988a).
Recuérdese la importancia de estas sustancias en el desarrollo del sabor de la carne.
Ademas, estas enzimas juegan un papel clave en la degradacion de las proteinas
miofibrilares (Penny 1980, Etherington 1984, Asghar y Bhatti 1987). La accion de las
aminopeptidasas influye en el ablandamiento de la carne, junto con otros factores, tales
como los niveles de enzimas glicoliticas, la relacion entre los niveles de ATP y ATPasas
(Miller y col. 1991), la accion de radicales libres sobre las proteinas y los lipidos
musculares (Kanner y col. 1994) o la especie animal (Blanchard y Mantle 1996).
Greaser y Fritz (1995) describieron detalladamente la relacién existente entre el
ablandamiento de la carne y los niveles de algunas proteinas miofibrilares clave,
resultando que la proteolisis de la actina y de la miosina no tenia una especial

trascendencia en el proceso de ablandamiento de la carne almacenada en refrigeracion.

Las aminopeptidasas, asi como otras peptidasas de las células musculares, se
localizan en el citoplasma y en los lisosomas. Normalmente, para el aislamiento y
estudio de estas enzimas se procede, en primer lugar, al picado de la carne y después a la
extraccion de las enzimas mediante una homogeneizacion con la ayuda de tampones.
Para extraer de las enzimas citoplasmaticas, Blanchard y Mantle (1996) utilizaron un
reactivo compuesto por tampon Tris/acetato 50 mM pH 7,5 a una temperatura de 37°C,
junto con ditiotreitol 1 mM, NaCl 0,15 mM y NaN; 3 mM. Para la extraccioén de las
enzimas lisosomales, sustituyeron en el reactivo anterior, el tampon Tris/acetato S0 mM,
por tampon 4cido acético/acetato 50 mM ajustando el pH a 5,5, ya que la extraccion de

las enzimas lisosomales con el primero les hacia perder la actividad rapidamente.
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Nishimura y col. (1990), determinaron la actividad aminopeptidasica de extractos
de musculo Longissimus dorsi de las especies porcina y bovina después de uno y cuatro
dias de sacrificado el animal, respectivamente, asi como de musculo pectoral superficial
de pollo extraido inmediatamente tras el sacrificio. Los sustratos utilizados fueron B-
naftilamidas de diferentes aminoacidos Estos son unos sustratos cromogénicos que, una
vez hidrolizados, generan [-naftilamina, de color rojo, cuya concentracion puede

medirse espectrofotométricamente a 540 nm.

Tabla 1. 8

Hidrdlisis de aminoacidos-f-naftilamidas (aa-na) por extractos de musculo porcino,

de pollo y bovino.
Actividad aminopeptidasica
SUSTRATO pmol B-naftilamina / hora / 0,2 ml *

Porcino Pollo Bovino
Serina-B-naftilamida. 0,87 1.14 0.51
Glutamico- B-naftilamida. 0.44 0.64 0.18
Prolina- B-naftilamida. 0.87 1.14 0.65
Glicina- B-naftilamida. 0.02 0.03 0.02
Alanina- p-naftilamida. 6.39 7.03 5.04
Valina- B-naftilamida. 0.14 0.17 0.12
Metionina- B-naftilamida. 3.83 3.56 2.57
Leucina- B-naftilamida. 2.81 2.71 2.12
Lisina- -naftilamida. 5.36 5.78 3.81
Actividad total 20,73 22,21 15,02

* 0,2 ml de extracto corresponden a 0,05 g de musculo.

Fuente: Nishimura y col. 1990

Como puede verse en el resumen de resultados expuestos en la tabla 1.8, el
musculo de pollo presenta los mayores niveles de actividad aminopeptidasica, seguido
del porcino y del bovino. También se observa que la alanina-B-naftilamida fue el sustrato

que gener6 la méxima actividad aminopeptidasica.
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En el trabajo realizado por Blanchard y Mantle en 1996, al que ya se ha hecho
referencia anteriormente, se estudiaron los niveles de enzimas proteoliticas,
inmediatamente después del sacrificio, presentes en el musculo Longissimus dorsi del
cerdo, cordero y conejo, asi como en el musculo pectoral y muslo de pollo. Las enzimas

estudiadas y sus actividades se exponen en la tabla 1.9.

Tabla 1.9

Variacion de la actividad proteasica en el musculo de diferentes especies.

Actividad enzimatica

nmol / hora / mg de proteina soluble en sobrenadante

TIPO DE ENZIMA Poll Pollo Cordero Cerdo Conejo
(mlolslt())) (musculo (Longissimus  (Longissimus (Longissimus
pectoral) dorsi) dorsi) dorsi)
CITOPLASMATICAS:
Alanil aminopeptidasa 224 171 144 112 182
Arginil aminopeptidasa 238 207 206 149 177
Leucil aminopeptidasa 242 19.7 13.7 20.1 14.8
Piroglutamil aminopeptidasa 3.84 3.38 4.25 4.08 3.82
Dipeptidil aminopeptidasa III 0.622 0.523 0.284 0.476 0.62
Dipeptidil aminopeptidasa IV 44 .4 32.7 13.6 20.4 24
Tripeptidil aminopeptidasa 38.5 36.4 20.8 17.5 27.3
LISOSOMALES:
Dipeptidil aminopeptidasa I 109 94.8 57.8 65.8 222
Dipeptidil aminopeptidasa II 56.2 471 38.1 25.5 62.4

Fuente: Blanchard y Mantle 1996

Es de resenar que la actividad enzimdtica se determind frente a sustratos
fluorogénicos, que aunque no son sustratos fisioldgicos, presentan la ventaja de
discriminar entre las actividades de distintos tipos de proteasas. Como se puede apreciar
en la tabla, el musculo de pollo, especialmente el procedente del muslo, presenta los
mayores niveles de aminopeptidasas, lo que concuerda con los resultados de Nishimura
y col. (1990). Asimismo, los niveles de aminopeptidasas en la especie bovina ofrecidos
en los dos trabajos que se estan discutiendo fueron similares. La carne de conejo, de
cordero y de cerdo siguen, por este orden, a la de pollo en los niveles de

aminopeptidasas. Blanchard y Mantle (1996) pretendian, por otra parte, establecer la
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relacion entre la velocidad de ablandamiento y los niveles de proteasas, no quedando

demostrada de forma clara la relacion entre ambos factores.

En los extractos de musculo esquelético bovino se encuentran al menos cuatro
tipos de aminopeptidasas distintas. En el caso de los extractos de musculo porcino y de
pollo se encuentran hasta seis tipos distintos de estas enzimas, siendo las mas comunes
en todas las especies las aminopeptidasas B y C. En el musculo esquelético del conejo,
las aminopeptidasas C y H son las que mas contribuyen a la formacién de aminoacidos
libres durante el almacenamiento (Nishimura y col. 1988). Estas aminopeptidasas son las
que presentan la mayor capacidad de hidrolisis pudiendo degradar la mayor parte de los

sustratos (Nishimura y col. 1990).

Debido al papel que pueden jugar las aminopeptidasas de origen carnico como
interferencias en la prueba que se pretende desarrollar se describiran a continuacion las

caracteristicas de algunas de estas aminopeptidasas aisladas de diferentes especies.

La aminopeptidasa H, purificada del musculo esquelético bovino, migra como
una banda unica en la electroforesis en gel de poliacrilamida con sodio dodecil-sulfato
(SDS-PAGE). Su peso molecular es de 52.000 y presenta una actividad 6éptima a pH 7,5,
hidrolizando la L-leucina-2-naftilamida. Su actividad se ve fuertemente inhibida por el
acido monoiodoacético y la leupeptina, mientras que el tetra-acetato de etilendiamina
(EDTA), la pepstatina o el fluoruro de metilmetano sulfonilo no le afectan en absoluto

(Nishimura y col. 1994).

Nishimura y col. (1991) aislaron y estudiaron diversas aminopeptidasas, entre
ellas una aminopeptidasa B, extraida a partir de musculo esquelético porcino. Esta
enzima se caracteriza por presentar una actividad maxima sobre las uniones arginina-
aminoacil a pH 6,5 y 37 °C. Esta aminopeptidasa es muy estable a valores de pH por
encima de 6 y temperaturas inferiores a 35 °C, inactivdndose rapidamente a pH 5 y
temperaturas de 50-65 °C. La bestatina, a una concentracion de 50uM inhibe
completamente a la enzima, mientras que el EDTA 5uM inhibe solamente el 40% de su
actividad (Flores y col. 1993). Ademés de esta aminopeptidasa B, Nishimura y col.

(1991) aislaron y purificaron, también a partir de musculo esquelético porcino, una
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aminopeptidasa H activa frente a L-leucina-B-naftilamida y o-benzoil-L-arginina-f-
naftilamida. El peso molecular de esta enzima era 51.000 dalton y su pH 6ptimo de
hidrolisis 8,0. Su actividad se inhibe por el 4cido monoiodoacético y por la leupeptina

pero no por el EDTA, el fluoruro de fenil-metil-sulfonilo, la pepstatina ni la bestatina.

En un estudio realizado por Rico y col. (1991), sobre la actividad de la catepsina
H en musculo biceps femoral porcino, se puso de manifiesto que la actividad
aminopeptidésica interferia con la de la catepsina. Estos autores cifraron en algo menos

del 5 % de la actividad total la que se debia a las aminopeptidasas.

En el musculo biceps femoral porcino se ha aislado una aminopeptidasa capaz de
hidrolizar una gran cantidad de derivados aminoacilicos, siendo el mas susceptible la
metionilamida-4-metilcumarina. El peso molecular de esta enzima es de 53.000 dalton y
tiene una actividad méxima a pH 7,5 y 40 °C. Esta enzima no contiene iones metalicos y
no se inhibe por la accion de la bestatina, la puromicina o el cloruro soédico (Flores y col.
2000). Esta resistencia a la sal hace que esta enzima adquiera relevancia para la industria

de los productos porcinos curados.

La alanil-aminopeptidasa aislada del musculo esquelético de cerdo presenta una
actividad optima a pH 6,5 y 50 °C, viéndose su actividad estimulada por la presencia de
algunos cationes metalicos como el Cu®* o el Ca®’, e inhibida por la presencia de agentes
quelantes y reactivos sulthidrilicos (Flores y col. 1997). La actividad de las alanil-
aminopeptidasas de musculo porcino viene determinada por la presencia de un
aminoacido especifico con un nitrogeno terminal en el péptido. Asi mismo, el porcentaje
de actividad de la enzima también puede estar condicionado por la longitud del péptido

(Flores y col. 1999).

Algunos autores han estudiado la influencia de las aminopeptidasas del musculo
porcino sobre la liberacion de aminoacidos libres y su influencia en las caracteristicas
organolépticas de los productos carnicos curados. Toldrd y col. (2000) han comprobado
que la actividad aminopeptidasica incrementa los niveles de aminoacidos libres como el
acido glutamico, lisina, leucina y arginina, compuestos responsables en gran medida del

aroma del jamon curado. Otros autores como Virgili y col. (1998) han comprobado que
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los jamones con poco o ningin amargor presentan niveles altos de actividad

aminopeptidasica.

La aminopeptidasa C, purificada a partir de misculo esquelético de pollo, migra
como una banda simple en SDS-PAGE. Su peso molecular es de 92.000 dalton,
presentando un intervalo de pH optimo entre 6 y 7 sobre un sustrato de L-leucina-p-
naftilamida, si bien la enzima permanece estable a valores de pH entre 6,5 y 8. El EDTA
y la puromicina actian como factores inhibidores de esta enzima (Nishimura y col.

1991a).

En el trabajo realizado por Toldra y Flores (2000), en el que estudiaron la
actividad aminopeptidasica de carnes de porcino PSE (pélidas, blandas y exudativas),
RSE (rojas, blandas y exudativas), RFN (rojas, firmes y no exudativas) y DFD (oscuras,
firmes y secas), se confirma que la actividad aminopeptidéasica de la carne de porcino
constituye un factor que puede utilizarse para predecir, de forma rapida tras el sacrificio,
la calidad de la carne y sus posibilidades de uso industrial, ya que la actividad
aminopeptidasica de las carnes exudativas es significativamente mayor que la de las no

exudativas tras el sacrificio.
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1.4. METODOS RAPIDOS DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE
MICROORGANISMOS

La aplicacion en la industria alimentaria de sistemas APPCC, asi como el
establecimiento de planes de muestreo estadisticamente validos, requiere el analisis de
gran numero de muestras y la obtencion rapida de resultados que permitan aplicar

acciones correctoras rapidas, incluso durante el proceso de fabricacion (Jarvis 1982,

Gonzalez y col. 1994 ).

Los métodos microbioldgicos tradicionales son laboriosos y lentos, en muchas
ocasiones de una lentitud incompatible con el procesado, distribucién y comercializacion
de los alimentos, sobre todo de los muy perecederos. Esto ha provocado el desarrollo de
métodos rapidos para detectar, identificar y enumerar los microorganismos presentes en
los alimentos (Entis y col. 2001) y asi tener una idea, al menos aproximada, de la calidad
microbiologica del alimento en un breve espacio de tiempo. Fung (1997), en una
revision sobre métodos rapidos de analisis microbiologico, manifestaba el interés
creciente en los Ultimos afios por el uso de estas técnicas rapidas, asi como las

previsiones del incremento de su utilizacion en el futuro.

Los métodos desarrollados y comercializados para la deteccion e identificacion
de microorganismos son muy abundantes; sin embargo, son mucho menos numerosos
los métodos rapidos para el recuento de microorganismos (Entis y col. 2001). En los
apartados siguientes se mencionaran los métodos cuya finalidad es tanto la deteccion e
identificacion como el recuento, si bien, por la naturaleza de esta memoria, sera a estos

ultimos a los que se les preste mas atencion.

Los métodos para estimar la calidad microbiologica de los alimentos se pueden
clasificar atendiendo a diversos criterios. A continuacién se agrupan de acuerdo al

fundamento en que se basan:

- Me¢étodos basados en la automatizacion de los métodos convencionales
- Métodos basados en fendmenos fisicos

- Meétodos basados en membranas filtrantes
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- Me¢étodos basados en los acidos nucleicos
- Me¢étodos basados en reacciones antigeno-anticuerpo

- Me¢étodos basados en reacciones bioquimicas y enzimaticas.

1.4.1. METODOS BASADOS EN LA AUTOMATIZACION DE METODOS
CONVENCIONALES

Actualmente se comercializan diferentes aparatos que realizan de forma
automatica las operaciones rutinarias tipicas del trabajo laboratorial como la preparacion
de medios de cultivo y su distribucion, las diluciones, inoculaciones, siembras y

recuentos de colonias.

A continuacion se describe alguno de ellos para que el lector comprenda mejor el
sentido de la automatizacion y el ahorro de tiempo que puede significar su empleo. No
esta en el animo del firmante de esta memoria hacer propaganda de los incluidos ni
recomendarlos o menospreciar los equipos que no se mencionen, tanto en este apartado

como en los sucesivos.

Uno de los equipos automatizados mas difundidos es el sembrador en espiral. La
casa AES laboratoire, comercializa el “W.A.S.P.” (Whitley Automated Spiral Plater).
Este aparato deposita de forma continua un volumen decreciente de liquido en la
superficie de la placa de agar que gira mientras el dispensador se mueve desde el centro
hacia la periferia. Este método elimina las diluciones seriadas, realiza la siembra por
duplicado, ahorra material y ademas tiene una buena correlacion con el recuento en
placa. La misma casa, AES laboratoire, comercializa otros equipos, como el “A,PS3007,
que permite realizar siembras en masa, procesando hasta 550 placas por hora, diluidores

gravimétricos como el “Dilumat 4” o contadores de colonias como el “EC1”.

Todos estos autématas de laboratorio reducen el gasto de material y, sobre todo,
de personal y aumentan el nimero de muestras procesadas por unidad de tiempo; no
obstante, tienen un coste elevado y, ademads, sus resultados siguen dependiendo del
tiempo de crecimiento bacteriano que se produce tras un periodo de incubacién, por lo

que no significan un acortamiento notable del tiempo del ensayo.
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1.4.2. METODOS BASADOS EN FENOMENOS FiSICOS

1.4.2.a. Impedimetria.

Las primeras investigaciones en las que se asocian el crecimiento bacteriano y
determinados cambios eléctricos en el medio de cultivo datan de finales del siglo XIX y

principios del XX (Firstenberg-Eden 1985).

La impedimetria se basa en la deteccion de la actividad microbiana a través de la
medida de la impedancia eléctrica. La impedancia se define como la resistencia al paso
de la corriente alterna a través de un material conductor, en este caso un medio de
cultivo. La impedancia estd relacionada con la capacitancia y la conductancia (Cady
1978). La conductancia de un medio de cultivo, estd en funcion de la resistencia y ésta
depende de la cantidad de iones en disolucion (Hartman y col. 1992). Las relaciones
matematicas existentes entre estos parametros, sus simbolos y unidades de medida se

exponen en la tabla 1.10.

Tabla 1.10
unidades de medida, simbolos, y relaciones matematicas existentes entre la

impedancia, la capacitancia y la conductancia.

Parametro Simbolo Unidades de medida
Impedancia Z ohmios
Resistencia R ohmios
Reactancia X ohmios
Capacitancia C faradios
Conductancia G siemens
Frecuencia f hercios
Ecuaciones: 7P =R*+X? X="%11fC G=1/R

Fuente: Easter y Gibson 1989.
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Como se puede comprobar, la impedancia, la capacitancia y la conductancia,
estan relacionadas entre si, y aunque en la practica los equipos de laboratorio pueden
medir uno o varios de estos parametros, al objeto de su descripcion se denominaran

genéricamente métodos impedimétricos.

Los microorganismos, al crecer, metabolizan sustratos no ionicos de baja
conductividad, como proteinas, hidratos de carbono o grasas y los convierten en
metabolitos i6nicos de una conductividad mayor, como acidos grasos, aminodcidos o
acidos organicos (Gonzalez y col. 1994). Estos metabolitos incrementan la conductancia
y disminuyen la impedancia del medio (Entis y col. 2001). Cuando la concentracion
microbiana alcanza tasas de 10°10’ microorganismos/ml, la impedancia, la
conductancia o la capacitancia del medio (dependiendo del parametro que se mida)
alcanza un umbral y detecta el cambio (Firstenberg-Eden 1985). Una vez alcanzado el
umbral de deteccion, se registra el tiempo (en horas) que ha tardado en alcanzarse. Es el

denominado tiempo de deteccion (TD).

El TD viene determinado principalmente por la carga bacteriana inicial. Sin
embargo, también hay que tener en cuenta que la temperatura a la que se realiza el
ensayo condiciona el tiempo de generacion bacteriano y debe seleccionarse
cuidadosamente para que no existan diferencias importantes entre los diferentes grupos
de bacterias presentes en la muestra o, por el contrario, elegir la mas especifica para
detectar una especie o grupo de bacterias en concreto (Firstenberg-Eden 1983, 1985,

Russell y col. 1995, Russell 1997).

Con los TD y los recuentos en placa de las muestras realizados en las mismas
condiciones se elaboran rectas de calibrado previas. El método tiene una buena
correlacion con el recuento en placa (Easter y Gibson 1989). Analizando entre 80 y 100
muestras con niveles entre 10' y 10° de microorganismos/ml y cuyas diferencias entre
los tiempos de generacién estén minimizadas, se pueden conseguir coeficientes de
correlacion de 0,85 (Hartman y col. 1992) e incluso de 0,95 (Firstenberg-Eden y
Tricarico 1983).
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Esta técnica permite detectar poblaciones bacterianas de 10° — 10° ufc/ml en tres
a cinco horas, y de 10* — 10° ufc/ml entre cinco y siete horas (Gonzalez y col. 1994). La
sensibilidad, pues, es muy alta, pudiendo llegar a detectar incluso una sola bacteria
presente en el medio, si bien en estos casos los TD son mucho mas largos y presentan
una considerable variabilidad, de tal forma que las muestras con menos de 10
microorganismos generan curvas de calibracion con coeficientes de correlacion mucho
mas bajos (Entis y col. 2001). Por el contrario, las muestras con cargas superiores a 10’
microorganismos/ml, producen la saturacion del electrodo y deben diluirse antes de

procesarse.

La impedimetria se ha utilizado con éxito para predecir la vida util de la leche
(O’Connor 1979, Bishop y col. 1984), algunos quesos (Bishop y White 1985), vegetales
y alimentos congelados (Hardy y col. 1977). En carnes refrigeradas, esta técnica permite
la deteccion de niveles de microorganismos del orden de 107 ufc/cm” en menos de dos
horas (Bulte y Reuter 1984). También se utiliza para la deteccion y el recuento de
diferentes grupos de microorganismos, como coliformes (Martins y Selby 1980, Russell
y col. 1995, Strauss y col. 1984, Tenpenny y col. 1984), mesofilos (Russell y col 1992),
o psicrotrofos (Firstenberg-Eden y Tricarico 1983), asi como para la deteccion de
patogenos como Salmonella (Pless y col. 1994), E. coli (Jawad y col. 1998, Edmiston y
Russell 2000) y Staphilococcus aureus (Glassmoyer y Russell 2001). Para ello, se

utilizan, seglin el caso, medios selectivos o condiciones de crecimiento definidas.

Los equipos utilizados actualmente para el desarrollo de esta técnica son: el
“Bactometer”, el “RABIT”, el “Malthus” y el “BacTrac”. Este Gltimo equipo permite
separar las sefiales de impedancia del medio y la del entorno proximo al electrodo,
interpretdndolas de forma individual, denominandose método de impedancia dividida
(Impedance-Splitting Method). Resulta especialmente 1til para el control de
microorganismos que crecen en medios con una elevada concentracion de sales (Entis y

col. 2001).

Entre las ventajas de esta técnica se pueden citar: la deteccion relativamente
rapida, la posibilidad de deteccion de microorganismos especificos, la simplicidad de

preparacion de las muestras y la posibilidad de informatizacion (Gonzalez y col. 1994).
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Entre los inconvenientes destacan el elevado coste del instrumental, la necesidad de
calibraciéon especifica particularizada para cada producto y condiciones, el limite
méximo de microorganismos a detectar (10" ufc/ml), que puede saturar e inutilizar
temporalmente el electrodo, asi como la baja relacion sensibilidad/velocidad, ya que
cuanto menores sean los recuentos, mayores seran los tiempos de deteccion (Jarvis y
Easter 1987). También hay que tener en cuenta que algunas bacterias como
Micrococcus, Acinetobacter y Brochothrix no producen cambios en la impedancia del

medio, lo que da lugar a falsos negativos (Schulenburg y Bregan 2000).

1.4.2.b. Microcalorimetria.

Se basa en la medida de los muy pequefios cambios de calor que produce la
actividad metabolica generada durante el crecimiento microbiano. El calor se detecta y
se transforma en sefiales eléctricas que son amplificadas y medidas con un

microcalorimetro (Gonzalez y col. 1994).

Pueden hacerse recuentos de microorganismos midiendo el tiempo necesario para
alcanzar una respuesta determinada o la cantidad de calor generado. Los distintos tipos
de microorganismos metabolizan los sustratos de forma diferente; asi, usando medios de
cultivo con una composicion definida de azucares pueden llegar a identificarse
diferentes tipos de bacterias mediante los termogramas de metabolizacion de los

azucares (Hartman y col. 1992).

La microcalorimetria se ha utilizado en el recuento de bacterias en la masa
panaria (Martinez y Rodrigo 1987) y en la estimacion de la carga bacteriana de carne
picada (Gram y Segaard 1985). También se utiliza en el control de la fermentaciéon de la

cerveza (Lentini 1993) y del natto (comida tradicional japonesa), (Akihiko y col. 1999).

Gram y Sogaard (1985), en el trabajo al que se ha hecho referencia, obtenian
resultados en 24 horas, con un limite de deteccion de 10* ufc/g y con una correlacion de
1=0,97, en el intervalo comprendido entre 10° — 10® ufc/g, respecto a los métodos de

recuento en placa.
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Debido al elevado coste y a la imposibilidad de procesar gran ntimero de

muestras es una técnica que se utiliza muy poco.

1.4.2.c. Turbidimetria / Nefelometria.

Esta técnica se basa en la propiedad de las particulas de pequefio tamano de
refractar la luz incidente, de forma que, midiendo la absorcion o transmision de la luz
que atraviesa una suspension celular, puede establecerse una relacion con el nimero de
microorganismos presentes en la misma. Con valores de absorbancia muy altos, la
relacion deja de ser lineal (Garcia y col. 1991). Para realizar medidas directas sin
dilucién de la muestra es preciso utilizar un nefelémetro que mida directamente la luz

difractada (Gonzalez y col. 1994).

La turbidimetria se ha utilizado en el recuento de bacterias en leche cruda
(Mattila 1987), carne picada y productos carnicos (Jorgense y Schulz 1985, Kitzman
1997), asi como en el control de especias irradiadas (Gautam y col. 1998). El limite de
deteccion se encuentra alrededor de 10° ufc/ml y el tiempo necesario para la obtencion
de resultados es de unas 16 - 24 horas (Schulz y col. 1988, Jacob y col. 1989) aunque

algunas bacterias lacticas requieren unas 48 h. (Schulz y col. 1988).

Otros autores, como Manninen y col. (1990), trabajando con distintas bacterias y
diferentes matrices, obtuvieron coeficientes de correlacion con los métodos de recuento
en placa, entre r=0,59 y 0,99. En el control de Brochotrix thermosphacta y Pseudomonas
se han obtenido correlaciones con el método de recuento en placa de r=0,91-0,97
(Schulz y col. 1988), si bien algunos autores so6lo han conseguido correlaciones elevadas

en el intervalo de 10’-10° microorganismos/ml (Rattanasomboon y col. 1999).

Aunque es una técnica rapida, sencilla y barata, la gran cantidad de particulas en
suspension presentes en los alimentos, e incluso su opacidad, limitan de forma radical su
utilizacion. Para tener éxito se requiere tener matrices muy limpias, casi exentas de

materiales en suspension.
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1.4.2.d. Radiometria.

Muchas bacterias producen CO, como producto de su metabolismo. La
cuantificacion de este metabolito puede relacionarse con los niveles de carga bacteriana.
Utilizando sustratos (glucosa, manitol, formiato o glutamato) marcados con '*C
radiactivo y medios selectivos, se puede monitorizar el '*CO, liberado mediante un
contador de centelleo y, de este modo, calcular la cantidad de bacterias que crecen en
dicho medio. Hay que tener en cuenta que el tiempo necesario para detectar el '*CO, es
inversamente proporcional a la cantidad de microorganismos presente (Entis y col.

2001). Para medir el 14C02 se utiliza el sistema “BacTec”.

Esta técnica se ha utilizado para la deteccion de patdogenos en alimentos como
Salmonella y Staphylococcus aureus (Previtte y col. 1972, Steward y col. 1980) y para la
estimacion de microorganismos viables en zumos de naranja refrigerados (Hatcher y col.

1977).

La radiometria es una técnica rdpida. Los coliformes en agua se detectan en,
aproximadamente, 4,5 h a concentraciones de 10' a 10° bacterias/ml (Reasoner y
Geldreich 1989). No obstante, esta técnica presenta los inconvenientes inherentes a la

utilizacion de is6topos radiactivos y, ademas, el coste de los equipos es elevado.
1.4.2.e. Citometria de flujo.

La citometria de flujo analiza células en suspension que interceptan una fuente de
luz. La interseccion de cada célula con la luz laser provoca la emision de sefales que
permiten diferenciar poblaciones celulares en la muestra analizada por su tamafo
relativo, por sus granulaciones, o bien por su reactividad con fluorocromos previa

incubacidn con anticuerpos monoclonales marcados.

Es una técnica ampliamente utilizada en hematologia. Sin embargo, Laplace-
Builhe y col. (1993) apuntaron que, habida cuenta de su rapidez, gran reproducibilidad y
la buena correlacion con los métodos de recuento en placa, seria un buen método para la

estimacion de la carga bacteriana en alimentos y bebidas. En este sentido, Malacrino y
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col. (2001) han utilizado la citometria de flujo con éxito para el analisis de bacterias y
levaduras viables en vino, con un coeficiente de correlacion de r=0,94 respecto a los
recuentos en placa, con un limite de detecciéon de 10° ufc/ml para levaduras y 10* ufc/ml
para bacterias. También se ha utilizado para la deteccion de patdgenos como E. coli
O157:H7 (Goodridge y col. 1999, Kusunoki y col. 2000), o Vibrio cholerae (Alvarado y
col. 1994).

El mayor inconveniente de esta técnica es el elevado coste de los equipos

necesarios para su realizacion.
1.4.2.f. Otros métodos basados en fenomenos fisicos.

A parte de los métodos expuestos en los apartados anteriores, se han investigado
otras estrategias basadas en fendmenos fisicos para el recuento o la identificacion de
microorganismos de forma rapida. No obstante, los que se citan a continuacion han

alcanzado menos relevancia que los ya discutidos.

Imégenes de ultrasonidos: Utilizado por Ahavenainen y col. (1989) para la

monitorizacion no destructiva de la calidad microbiolégica de productos lacteos

envasados.

Resonancia magnética nuclear: Utilizado por Delpassand y col. (1995) con la

intencién de obtener una base de datos de espectros de resonancia magnética de
diferentes bacterias patdégenas, a modo de “huellas dactilares™, de por ejemplo E. coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa, Staphilococcus aureus o Enterococcus

faecalis.

Inmunosensor piezoeléctrico: Basado en un cristal de cuarzo en cuya superficie

se encuentran fijados unos anticuerpos que se movilizan por la presencia de los
antigenos correspondientes, produciendo una disminucion de la masa sobre la superficie,
lo que produce a su vez, una variacion de la frecuencia eléctrica. Este método fue

utilizado por Bovenizer y col. (1998) para la deteccion de Pseudomonas aeruginosa, con
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un limite de deteccion de 10° bacterias/ml, con un intervalo lineal entre 2 x 10y 1 x 10

bacterias/ml.

Espectroscopia de infrarrojos por transformadas de Fourier: Esta técnica la

emplearon Rodriguez-Saona y col. (2001), utilizando los espectros en el infrarrojo
cercano para identificar bacterias (E. coli HB101, E. coli ATCC 43888, E. coli 1224,
Bacillus amyloliquefaciens, Ps. aeruginosa, B. cereus y Listeria innocua) una vez
separadas de su matriz. El método puede distinguir, incluso, entre diferentes cepas de E.

colli.

Flujo de protones: Seymour y col. (1994) utilizaron el incremento de los mV/h

generados por un filtrado obtenido a partir de carne picada, como indice para estimar su
vida util. Los incrementos menores a 1 mV/h indican que la carne tiene recuentos

inferiores a 10° ufc/g.

Aunque las referencias a estos métodos se pueden calificar de esporadicas,
algunos de ellos pueden tener un gran potencial de utilizacion en un futuro mas o menos

inmediato.

1.4.3. METODOS BASADOS EN MEMBRANAS FILTRANTES

1.4.3.a. Epifluorescencia directa sobre filtro (DEFT).

La técnica DEFT, del inglés direct epifluorescence filter technique, se basa en la
filtracion de una muestra de alimento o de un extracto de la misma a través de una
membrana de policarbonato que retiene mohos, bacterias y levaduras. Los
microorganismos retenidos en el filtro se tifien con el colorante fluorescente naranja de
acridina, con el fin de poder observarlos y contarlos mediante microscopia de
fluorescencia (Pettipher 1986). El naranja de acridina tifie especificamente los acidos
nucleicos. El filtrado se somete a un tratamiento con detergentes antes de la tincioén, con
el fin de destruir las células somaticas. Las células vivas se tifien de un color anaranjado-
rojizo, amarillo-anaranjado o marrdn-anaranjado, mientras que las células muertas

presentan una fluorescencia verde (Fung 1997), lo que las hace claramente distinguibles.
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En ciertos casos los filtros pueden incubarse para producir colonias mas facilmente

detectables.

Las preparaciones se pueden contar de forma manual, obteniendo resultados en
unos 30 minutos, o bien de forma semiautomatica, con la ayuda de un analizador de
imagen que permite procesar del orden de 50 muestras por hora y operario (Pettipher

1986, Singh y col. 1989).

Este método estd muy difundido. Se ha utilizado o se utiliza satisfactoriamente
para recuentos de microorganismos viables en leche (Rodrigues y Kroll, 1985, Pettipher
1986, Champagne y col. 1997, Hermida y col. 2000), en pescado (Pettipher 1986), en
carnes y productos carnicos (Qvist y Jackson 1985, Farr 1986, Boisen y col. 1992, Deibl
y col. 1998), en carne de ave irradiada (Gardini y col. 1999), en alimentos congelados
irradiados (Jones y col. 1997), en la monitorizacion de bacterias acido-lacticas durante el
almacenamiento del vino (Millet y Lonvaud 2000), y en la deteccion de

microorganismos alterantes de la cerveza (Barney y Kot 1992).

Tortorello y Gendell (1993) desarrollaron el método para recuento de E.coli
O157:H7 en leche y zumos, utilizando anticuerpos fluorescentes junto con el método de
DEFT (Ab-DEFT). Esta misma técnica se ha utilizado para la deteccion de E.coli
O157:H7 en zumo de manzana (Tortorello y col. 1998) y carne (Restaino y col. 1997) y

para la deteccion de Listeria en vegetales frescos (Tortorello y col. 1997).

La DEFT es una técnica rapida y sensible, con un limite de deteccion de,
aproximadamente, 10° ufe/ml 6 cm? (Pettipher y col. 1980, Pettipher y Rodriguez 1982).
La correlacion con el recuento en placa es alta, alcanzando valores de =0,89-0,96 en el
intervalo entre 10*-107 ufc/ml en leche cruda (Pettipher y Rodriguez 1982), si bien se
puede utilizar en leches con cargas bacterianas de 5x10° hasta 10® bacterias/ml (Graham
y Pettipher 1989). En carne y pescado prefiltrado se obtienen correlaciones de r=0,91, en
el intervalo de 10*-10'" ufc/g (Graham y Pettipher 1989) aunque debe tenerse en cuenta
que la correlacién puede verse afectada por muchos factores, entre ellos el estado
metabolico y el tipo de microorganismo medido (Rapposch y col. 2000). Vivegnis y col.

(1996) compararon esta técnica con el método tradicional de recuento en placa,
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utilizando diferentes alimentos y bacterias y obtuvieron coeficientes de correlacion
bastante mas variables que los citados anteriormente: bacterias totales en vegetales
congelados (103 muestras) r=0,87; bacterias totales en piel de cuello de pollo (36
muestras) r=0,42; bacterias totales en carne picada desengrasada de cerdo (14 muestras)
r=0,99; enterobacteriaceas en vegetales congelados (28 muestras) 1=0,57 y

Staphylococcus aureus en carne picada (17 muestras) r= 0,8-0,95.

Entre los inconvenientes que presenta esta técnica se pueden citar que su
realizacidn, en caso de hacerse de forma manual, es muy tediosa para el operario y que,
debido al elevado coste de los equipos semiautomaticos, la utilizacion de los mismos

incrementa considerablemente el precio de la prueba.

1.4.3.b. Membrana filtrante hidrofobica cuadriculada (HGMF)

La técnica de HGMF, del inglés hydrofobic grid membrane filter, se basa en la
separacion de los microorganismos presentes en una muestra o en un extracto de la
misma, mediante filtracion a través de una membrana hidrofébica, de 6x6 cm y 0,4um
de tamano de poro, que contiene 1600 cuadraditos separados (Entis y col. 2001). Las
unidades formadoras de colonias quedan confinadas dentro de los cuadritos y tras la
incubacion de la membrana, aparece una distribucion de colonias, que pueden ser
contadas de forma manual, si bien el sistema estd desarrollado preferentemente para el

recuento automatico mediante un sistema informatico (Vila 1999).

Al principio, su aplicabilidad se limitaba al andlisis de muestras de agua pero la
introduccion de prefiltros, diluyentes y técnicas de digestion enzimética, permiten la
eliminacion, previa al filtrado, de las particulas de los alimentos homogeneizados (Entis

y Lerner 1996) y, por tanto, en la actualidad puede aplicarse a otros muchos productos.

Entre las ventajas que presenta este método se pueden citar las siguientes:
elimina las diluciones multiples y separa los microorganismos de la matriz evitando
interferencias (Entis y Boleszczuk 1990), confina las colonias en cuadritos individuales
con crecimientos generalmente mas densos y faciles de detectar, lo que evita las

interpretaciones subjetivas y redunda en una mayor reproducibilidad y precision (Sharpe
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y col. 1983). Ademas, el filtro puede transportarse de un medio a otro, o de un reactivo a
otro, lo que permite incubaciones secuenciales o varias reacciones diferenciales en el

mismo filtro (Holley y Millard 1988).

La HGMF no es un sistema especialmente rapido, ya que requiere la incubacion
de la membrana, lo que conlleva un tiempo similar al de los métodos convencionales.
Otros inconvenientes que presenta son: la necesidad de limpiar y reesterilizar el aparato
entre muestras, asi como la fatiga visual del operador para contar los 1600 cuadritos o el
incremento de precio de la técnica en caso de adquirir equipos automaticos de recuento

como el “ISO-GRID Line Counter” (Entis y col. 2001).

Esta técnica también se utiliza en combinacion con anticuerpos o sondas DNA
para la deteccion y recuento de patdogenos como Campylobacter jejuni (Wang 2002),
Vibrio parahaemolyticus y V. vulnificus (Banerjee y col. 2002) o E. coli (Todd y col.
1999).

1.4.4. METODOS BASADOS EN LOS ACIDOS NUCLEICOS

1.4.4.a. Hibridacion

La hibridaciéon es un proceso en el que una sonda de ADN marcada mediante
algln sistema se une a una region complementaria de una cadena simple de ADN o de
ARN. La sonda suele ser una secuencia de entre 20-200 nucleo6tidos y puede unirse a
genes especificos como genes de toxinas, regiones de ARN ribosomico o secuencias de
ADN con funciones desconocidas, pero que son comunes o especificas de determinadas

especies o grupos de bacterias (Hartman y col. 1992).

Las sondas pueden marcarse mediante isotopos radiactivos, sustancias
fluorescentes, enzimas o anticuerpos. Dependiendo de la naturaleza del marcaje se
establece el sistema de deteccion (pelicula radiografica, sustratos especificos o

reacciones inmunolégicas).
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La hibridacion es una técnica que puede ser muy especifica dependiendo de la
secuencia de ADN diana seleccionada. No obstante, requiere de aproximadamente 10°-
10° copias del ADN diana, por lo que, en ocasiones, es imprescindible el

enriquecimiento de la muestra mediante cultivo o filtrado.

En el comercio pueden encontrarse diferentes tests, como el GENE-TRACK®,
basado en la deteccion de la region 16S del ARN ribosomico, para la deteccion de
patogenos como Salmonella, Listeria mocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Campylobacter jejuni 'y Yersinia enterocolitica (Curiale y col. 1994, D’Aoust y
col. 1995). Otro test es el AccuPROBE® que utiliza quimioluminiscencia para la

deteccion (Entis y col. 2001).

La combinacion de este método con el de filtracion a través de membrana
hidrofobica permite la utilizacion de esta técnica de forma cuantitativa y esta posibilidad
se ha utilizado para el recuento de Campylobacter jejunii (Wang 2002) y de E. coli en
aguas y bebidas (Tortorello y Reineke 2000).

1.4.4.b. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction, consiste en esencia en la
amplificacion de un fragmento de ADN o ARN mediante la utilizacion de unas
secuencias de nucleotidos (cebadores) complementarios con las secuencias localizadas
en los extremos 5’ del fragmento a amplificar y una serie de reacciones catalizadas por
una ADN polimerasa termorresistente que se repiten ciclicamente hasta obtener una gran

cantidad de copias del fragmento de ADN diana.

La PCR es una técnica rapida, sumamente sensible, que permite la deteccion
incluso de una sola copia del ADN diana. La especificidad, al igual que en las técnicas
de hibridacion, depende de la secuencia amplificada. Esta puede ser especifica de una

bacteria o comun a un determinado grupo de especies bacterianas.

La PCR se ha utilizado para la deteccion e identificacion de patogenos como E.

coli en carne picada (Jonson y col. 1998, Uyttendaele y col. 1999), E. coli en ostras
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(Gonzélez y col. 1999), Campylobacter (Gonzalez y col. 1997, Denis y col. 2001),
Clostridium estertheticum en carne envasada al vacio (Helps y col. 1999), Clostridium
perfringens (Schoepe y col. 1998), Arcobacter spp. en carne de pollo (Gonzalez y col.
2000, Antolin y col. 2001) e incluso virus como el de la hepatitis A (Schwab y col.
2001).

Esta técnica se ha utilizado en algunos trabajos de forma cuantitativa en
combinacion con sondas biotinadas y deteccion mediante enzimoinmunoensayo
(ELISA) para la deteccion de bacterias alterantes de la leche (Gutiérrez y col. 1997) y de
la carne refrigerada (Gutiérrez y col. 1998). En este ultimo trabajo, basado en la
deteccion de una region del gen 16S del ARN ribosémico, comun a la mayoria de las
bacterias alterante de la carne, se obtuvo un coeficiente de correlacion de r=0,95 en el

intervalo entre 10° y 107 ufc/cm?.

Las nuevas técnicas de PCR cuantitativa en tiempo real, con marcadores
fluorescentes, han abierto la puerta a la utilizacion de la PCR en la cuantificacion rapida
de microorganismos en alimentos. Venkitanarayanan y col. (1996) también han utilizado
esta técnica de forma cuantitativa para la estimacion de la carga bacteriana en la carne,
obteniendo resultados en 4 horas con un coeficiente de correlacion de r=0,91, respecto al

método de recuento en placa.

La PCR presenta algunos inconvenientes como son: la necesidad de equipos
costosos, especialmente los sistemas de PCR cuantitativa en tiempo real; la necesidad
del disefo y adquisicion de las sondas, que deben ser particularizadas para cada especie
o grupo de bacterias a detectar; la presencia en los alimentos de posibles inhibidores; asi
como la imposibilidad de conocer exactamente si el ADN o ARN amplificado proviene
de microorganismos vivos o inactivados por algin tratamiento, lo que puede generar

falsos positivos (Fung 1997).

1.4.5. METODOS BASADOS EN REACCIONES ANTIGENO-ANTICUERPO.

El desarrollo de los anticuerpos monoclonales ha permitido un gran auge de las

técnicas inmunoldgicas, de tal forma que éstas pueden aplicarse con cierta facilidad en la
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deteccion e identificacion de microorganismos. Entre los métodos basados en reacciones

antigeno-anticuerpo utilizados en microbiologia pueden citarse: la inmunofluorescencia,

la_aglutinacion en latex, la inmunoinmovilizacién, la inmunoprecipitacién, la

cromatografia de inmunoafinidad, la separacion inmunomagnética o el

enzimoinmunoensayo (ELISA), del inglés enzyme-linked immunosorben assay.

Todas estas técnicas tienen una gran especificidad y, algunas de ellas,
sensibilidades muy altas, existiendo numerosas citas bibliograficas en las que se han
empleado con gran eficacia en la deteccion e identificacion de patdgenos en diferentes
productos alimentarios. Aunque algunas de estas pruebas, como las de ELISA, permiten
realizar cuantificaciones per se o en combinacion con otras técnicas de aislamiento, en
general todas ellas se utilizan poco como técnicas cuantitativas y, por tanto,

considerando el objetivo de esta memoria, no van a tratarse en detalle.

1.4.6. METODOS BASADOS EN REACCIONES BIOQUIMICAS Y
ENZIMATICAS.

1.4.6.a. Pruebas miniaturizadas de identificacion.

Las pruebas bioquimicas y enzimaticas se han utilizado desde el comienzo de la
bacteriologia para estudiar la actividad metabdlica y asi poder identificar los diferentes
microorganismos. Actualmente existen diversos kits miniaturizados de diagnoéstico; de

entre ellos pueden entresacarse los siguientes:

- “Enterotube II” (Roche Diagnostics): Galeria de 15 pruebas bioquimicas para
identificacion de enterobacteriaceas.

- “Oxi/Ferm Tube” (Roche diagnostics): Similar al anterior. Se utiliza para la
identificacion de bacterias gram negativas no fermentadoras.

- API (BioMerieux): Galeria con 23 pruebas bioquimicas para la identificacion
de distintas bacterias (20E, enterobacteriaceas; NFT, gram negativas no
enterobacteriaceas; CAMP, Campylobacter spp.; Staph-IDENT, estafilococos

y micrococos; 20A, anaerobios; 50CH, Lactobacillus;, 20C, levaduras;
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STREP, estreptococos y CORYN, Corynebacterium). Esta misma casa
comercializa el sistema informatizado “MINI API”.

- ATB (BioMerieux): Galeria con 32 sustratos para la identificacion de
microorganismos  anaerobios, estafilococos, micrococos, levaduras,
enterobacterias, estreptococos y bacilos gram negativos.

- Minitek (Becton Dickinson Microbiology): consiste en discos impregnados
con diferentes sustratos.

- BBL Crystal (Becton Dickinson Microbiology): consta de 30 pruebas
diferentes.

- Micro ID (Organon Teknika): consta de 15 pruebas bioquimicas para la
identificacion de bacterias gram negativas.

- RapID One System (Remel): galeria con 20 pruebas bioquimicas para la

identificacion de diferentes bacterias.

Estos kits miniaturizados resultan muy utiles para la identificacion, ya que tienen
precisiones del orden del 76-97 % (Entis y col. 2001), pero no son pruebas que tengan

como objetivo la cuantificacion de la carga bacteriana.

1.4.6.b. Medida del ATP /Bioluminiscencia

Las reacciones luminiscentes (reacciones enzimaticas que cursan con la emision
de luz), se pueden utilizar para el control de la calidad bacterioldgica de los alimentos
mediante el empleo de la luciferasa. Esta enzima, en presencia de luciferina, oxigeno,
iones Mg2+ y ATP, cataliza una reaccion bioluminiscente en la que la luciferina se oxida,
provocando la emision de luz azul-verdosa que puede cuantificarse por
espectrofotometria a 560 nm. La cantidad de luz generada en esta reaccion es
proporcional a la cantidad de ATP, hecho que puede utilizarse para estimar la biomasa
de células de una muestra (Fung 1997). Las interferencias procedentes del ATP no
microbiano (somatico), pueden evitarse separando los microorganismos mediante
filtracion o extrayendo y eliminando este ATP no microbiano mediante surfactantes o
enzimas (Payne y Kroll 1991). En los alimentos con un alto contenido en ATP somatico,
como la carne, no es posible su eliminacion completa, generandose un “ruido de fondo”

en la reaccion (Tholen y col. 1997).
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Esta prueba se ha utilizado y se utiliza actualmente para la deteccion de
microorganismos en carne de vacuno y de ave (Kennedy y Oblinger 1985, Littel y col.
1986, Ellerbroek y col. 1998, Chen 2000), en leche (Botha y col. 1986, Girotti y col.
1997, Niza y col. 2000, Samkutty y col. 2001), en zumos y bebidas (Ryan 1996,
Takahashi y col. 2000), en pescado fresco (Ward y col. 1986) y sobre todo, para el
control higiénico de superficies (Minvielle 2000, Moore y col. 2001, Ukuku y col.
2001).

Diferentes compafiias como “Lumac”, “Biotrace-Ecolab Inc.”, “Celsis Inc.”,
“GEM Biomedicla Inc”, “Millipore Corp.” o “New Horizons Diagnostics”, entre otras,
comercializan equipos y kits con reactivos necesarios para la medida del ATP mediante

bioluminiscencia.

La bioluminiscencia es una técnica muy rapida, con la que pueden obtenerse
resultados en unos 10-20 minutos, con un limite de detecciéon en torno a 5x10% — 10°
ufc/g (Littel y col. 1986, Gonzalez y col. 1994). Algunos autores, como Kennedy y
Oblinger (1985) y Littel y col. (1986), al comparar esta técnica con los métodos
tradicionales de recuento en placa, dicen obtener buenos coeficientes de correlacion, de
=0,94 y 0,97 respectivamente, para un intervalo entre 5x10* y 5x10® ufc/g., si bien
Braeunig y Trenner (1996), en un estudio realizado con Pseudomonas aeruginosa y
Staphilococcus aureus, manifiestan la imposibilidad de establecer de forma general
niveles limite de ATP que estén en relaciébn con niveles especificados de calidad
microbiologica, siendo necesario desarrollarlos para aplicaciones y condiciones

concretas.

Entre los inconvenientes que presenta la prueba cabe citar la necesidad de
equipos especificos, el coste elevado de los reactivos y el hecho de que la presencia de
detergentes o desinfectantes puede interferir, generandose falsos positivos por
quimioluminiscencia. En este sentido Green y col. (1999) sefialan que cuando se usa esta
técnica en el control de superficies, es esencial tener en cuenta el tipo y concentracion de

sustancias desinfectantes utilizadas.
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Otra aplicacion de la bioluminiscencia consiste en la incorporacion de los genes
responsables de la luminiscencia (genes Lux) a microorganismos no luminiscentes
mediante el concurso de fagos. Es una técnica muy sensible, ya que permite detectar
incluso menos de 10 bacterias/ml. Mejora la especificidad y ademés permite distinguir
entre bacterias vivas y muertas (Stewart y col. 1997). Duzhii y Zavil’gel’skii (1994) han
utilizado esta técnica para la deteccion de bacterias entéricas indicadoras sin

enriquecimiento, en 15 minutos.

1.4.6.c. Prueba del Limulus

La prueba del Limulus o (LAL), del ingles Limulus Amebocyte Lysate, se basa en
la capacidad que posee una endotoxina de naturaleza lipopolisacarida, presente en la
pared celular de las bacterias gram negativas, capaz de provocar la coagulacion de un
lisado de amebocitos procedentes del plasma del cangrejo americano (Limulus
polyphoemus). La formacion de este gel, sirve para la cuantificacion de la endotoxina
presente y por tanto, para estimar la carga bacteriana (Entis y col. 2001). El desarrollo de
la prueba es simple. Se incuban alicuotas de un homogeneizado del alimento junto con
pequefias cantidades de lisado de Limulus durante 1h a 37 °C. El recuento buscado sera
la inversa de la dilucion més baja que produce la gelificacion (Gonzalez y col. 1994).
Para mayor precision, puede medirse la turbidez generada por la reaccion mediante

espectrofotometria a 360 nm, (Bishop y White 1986).

Este método se ha utilizado para la deteccion de la carga bacteriana en leche
(Byrne y Bishop 1990, Mottar y col. 1993, Waage y col. 1994), en carne y productos
carnicos (Jay 1981, Scoter y col. 1994, Stolle y col. 1994, Misawa y col. 1995), asi como
en ovoproductos (Bostel y Stroh 1995).

El limite de deteccion de esta prueba es del orden de 10* ufc/ml 6 g (Jay 1981).
Byrne y Bishop (1990) sefalan coeficientes de correlacion de r=0,78 respecto a
recuentos en placa de microorganismos psicrotrofos. Stolle y col. (1994) obtuvieron
coeficientes de correlacion de r=0,62 y 0,77 frente a recuentos de bacterias totales y de

bacterias gram negativas, respectivamente. Sin embargo, otros autores como Furuhata y
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col. (1992) manifestaron no obtener una correlacion clara entre la concentracion de

endotoxina determinada y los recuentos en placa.

Una modificacion de esta prueba es el método cromogénico, en la que ademas
del lisado de amebocitos, se afiade un sustrato de arginina-p-nitroanilida, desarrollandose
un color amarillo por la liberaciéon de la p-nitroanilina, que puede medirse
espectrofotométricamente a 405 nm. Esta técnica se ha utilizado en el control
microbiologico de carne (Siragusa y col. 2000) y leche (Lawrence y Gilmour 1992).
Tiene una sensibilidad similar, pero proporciona resultados mas precisos y cuantificables

(Svensson y Hann-Héagerdal 1987).

El reactivo de lisado de amebocitos supone un coste elevado, por ello se han
desarrollado micrométodos que reducen considerablemente el consumo de reactivos
(May y col. 1989). El “Toxindmetro ET-201" permite medir automaticamente la
turbidez del medio como consecuencia de la actividad de la endotoxina. Mottar y col.
(1993) evaluaron este equipo, considerandolo muy util para el control microbioldgico

rutinario de la leche.
1.4.6.d. Prueba de la catalasa

Se basa en la capacidad que tienen los microorganismos catalasa positivos de
desdoblar el agua oxigenada, en agua y oxigeno. Entre estas bacterias se encuentran una
parte considerable de las alterantes de los alimentos frescos almacenados en aerobiosis
en refrigeracion. La prueba de la catalasa permite la deteccion de cargas bacterianas del
orden de 10" ufc/g en unos 5 minutos, pero no permite el establecimiento de una
correlacion nitida con los métodos de recuento en placa, por lo que no debe emplearse

para la cuantificacion de la carga bacteriana (Fung 1997).

Enzimas con actividad catalasa también existen en otros muchos sistemas vivos,
entre ellos, los alimentos en general y la carne en particular. Este hecho ha provocado
que esta técnica se haya utilizado con éxito para vigilar los procesos de limpieza y

desinfeccion de superficies. Ang y col. (1994) han utilizado esta prueba para la
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vigilancia del calentamiento de carne de ave a punto final, ya que la actividad catalasa,

tanto la bacteriana como la animal, se pierde por completo a 71 °C.

1.4.6.e. Prueba de la p-nitroanilina.

Es una prueba sencilla y barata que no requiere ningin equipo sofisticado. Fue
desarrollada por Pérez de Castro en 1988 y posteriormente mejorada por Alvarado y col.
(1992). Como se ha expuesto en apartados anteriores, las bacterias gram negativas y
algunas gram positivas, entre las que se encuentran la mayoria de las alterantes de los
alimentos frescos almacenados en aerobiosis y refrigeracion, poseen enzimas con
actividad aminopeptidasica, cuya actividad recae sobre péptidos. Experimentalmente, se
utilizan para la reaccion sustratos como la L-leucina, L-lisina o L-alanina-p-nitroanilida,
que libera el aminoéacido correspondiente y p-nitroanilina, compuesto de color amarillo

cuantificable mediante espectrofotometria a 390 nm.

Esta prueba proporciona datos en unas 2 - 2,5 horas. El limite de deteccion es del
orden de 10° ufc/cm?® en carne y de 5x10° ufc/ml en leche. La correlacién observada en
estos alimentos respecto a los recuentos en placa ha sido de r=0,96 en carne y 0,93 en

leche.

Llama la atencion la ausencia de referencias bibliograficas en las que se haya
usado de forma rutinaria para la cuantificacion de la carga microbiana, incluso en
aquellos productos en los que se ha demostrado su utilidad. También sorprende el hecho
de que siendo una prueba con unas caracteristicas de sensibilidad y correlacion
comparables, e incluso mejores, que las de otros métodos rapidos, algunas revisiones
recientes respecto a métodos rapidos en microbiologia como la realizada por Entis y col.
(2001) no hagan ni siquiera mencion a la misma. Pero, por otra parte tampoco se ha

criticado o valorado negativamente ni se han citado inconvenientes serios.
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1.5 JUSTIFICACION DEL TRABAJO Y OBJETIVOS

La carne picada es un alimento muy perecedero, sobre todo si no se toman
precauciones para su conservacion. Es obvio que la forma habitual de almacenamiento,
en refrigeracion y aerobiosis, extiende su vida util, aunque el alcance de esta
prolongacion no puede decirse que sea resefiable; ya que no se puede mantener en
condiciones de consumo mas alla de aproximadamente una semana a temperaturas de 3
a 5 °C. Otro caso seria la utilizacion de métodos mas eficaces de conservacion, como la
congelacion o la obtencioén de productos modificados tratados con calor. No obstante, la
comercializacion habitual de la carne picada sigue siendo en refrigeracion y, por tanto, el
escaso margen de tiempo disponible desde la produccion de este alimento o su
adquisicion a un proveedor y el final de su vida util —microbioldgica- no permite que las
decisiones respecto a su consumo se demoren, de modo que la aplicacion de métodos
rapidos y fiables que detecten y cuantifiquen la carga bacteriana resultan, a todas luces,

mas que convenientes, imprescindibles.

Las decisiones rapidas y adecuadas acerca de la calidad microbiologica de
cualquier alimento en general redundan en beneficios econdmicos para la industria y son
un arma valiosa, garante de una buena planificacion sanitaria. Los métodos tradicionales
de recuento en placa de microorganismos son los métodos de referencia por su exactitud
y precision, avalada por los muchos afios de su utilizacion, tanto en el 4ambito industrial
como investigativo. No obstante, esta técnica precisa de un tiempo excesivo para dar
resultados que, si bien en algunos alimentos s6lo demoran su libranza al mercado, en
otros puede significar un trastorno econoémico enorme, porque durante la espera hasta la
obtencion de resultados el alimento puede estar alterandose y deprecidndose de forma
irresoluble. Por consiguiente, el hecho de disponer de métodos rapidos que ofrezcan
respuestas fiables en unas pocas horas acerca de la calidad de los alimentos en general, y
de la carne picada en particular, siempre ird en beneficio de todas las partes implicadas

en la cadena alimentaria, desde el productor al consumidor.

Para la realizacion de este trabajo no se parte de cero, mas bien se sigue la estela
de los trabajos realizados por el grupo dirigido por el Profesor Ordofiez, cuyos trabajos

han sido publicados en varios articulos (Pérez de Castro y col. 1988, Pérez de Castro
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1989, Alvarado y col. 1992, Ordoéfiez y Garcia de Fernando 1996). Estos autores
desarrollaron la prueba de la p-nitroanilina para la deteccion de la carga bacteriana en
superficies carnicas y en leche y exponen en sus trabajos la dificultad que supone la
aplicacion de esta prueba en carnes picadas por diversos motivos. Las caracteristicas
especiales de este alimento, en el que las bacterias se distribuyen homogéneamente por
toda su masa, hacen necesaria una adaptacion que permita una recuperacion adecuada de
los microorganismos, asi como un estudio de las posibles interferencias que puedan

suponer las aminopeptidasas propias de la carne liberadas durante el picado.

Otra faceta destacable del presente trabajo es que se pretende garantizar que la
prueba de la p-nitroanilina es valida para el fin que se le da. Recuérdese que la
microbiota que puede desarrollarse en un alimento perecedero y mantenido en aerobiosis
y refrigeracion estd compuesta fundamental, y casi Unicamente, por bacterias
psicrotrofas gram negativas y que todas ellas disponen de enzimas de caracter
aminopeptidasico ligadas a sus paredes celulares. Esta aseveracion es la base de la
prueba de la p-nitroanilina. La técnica cuantifica la carga microbiana de un alimento
suponiendo que la actividad aminopeptidasica desarrollada en el andlisis, y ponderable
espectrofotométricamente, es directamente proporcional al nimero de microorganismos
gram negativos presentes. Esta afirmacion admite, y asi fue demostrado con varias cepas
de pseudomonas (Pérez de Castro y col. 1988), aunque no se ha demostrado para otros
géneros, que no hay grandes diferencias en la actividad aminopeptidasica de las
diferentes bacterias gram negativas. Se pretende abordar aqui tal demostracion con el fin
de garantizar que los resultados obtenidos en la prueba de la p-nitroanilina son fiables.
Para ello se propone la cuantificacion de la actividad aminopeptidasica de las bacterias
psicrotrofas gram negativas de mads relieve en la industria de la carne. Ademas, se
pretende conocer como afectan las condiciones de crecimiento a la actividad
desarrollada por las bacterias, para comprobar, desde otro punto de vista, la fiabilidad de
la correlacion entre la actividad aminopeptidasica medida en la prueba de la p-

nitroanilina y la concentracién de microorganismos que la desarrolla.

Ya se ha dicho mas arriba que la labor aqui expuesta tiene unos antecedentes. El
presente trabajo pretende tomar el testigo y aceptar el reto de poner a punto la prueba de

la p-nitroanilina para determinar la calidad microbiologica de carnes picadas, evaluando
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aquellos aspectos que puedan afectar a la técnica. Ademas, también se pretende dar un
nuevo impulso a esta metodologia en la que los autores confian plenamente, tratar de
difundirla en los &mbitos académicos y, quizés en un futuro inmediato, darla a conocer a
la industria para que la evalten y, en su caso, la adapten a sus estrategias de control de

calidad.

Se ha comentado anteriormente que en leche cruda Pérez de Castro (1989)
consiguié detectar tasas bacterianas de 5 x 10° ufc/ml. Es una sensibilidad alta pero
insuficiente para detectar el nivel impuesto por la normativa de la UE de 10° ufc/ml
(DOCE L268, 1992). Otros miembros del grupo que estan realizando investigaciones
para aumentar la sensibilidad de la prueba aplicada a leche cruda, han tenido éxito en sus
estudios consiguiendo aumentar la sensibilidad hasta detectar tasas del orden de 10°

ufc/ml (Manzano y col. 2003)

Un asunto importante, y que a juicio del autor debe resaltarse, es el ambito en el
que se ha desarrollado esta investigacion. El presente trabajo se ha realizado en el Centro
Militar de Veterinaria, principal Unidad Técnica Veterinaria de las Fuerzas Armadas,
responsable, entre otros asuntos, de la inspeccion de los alimentos en el ambito del
Ministerio de Defensa. El caracter movil de las Unidades militares, cuya participacion de
caracter humanitario en conflictos internacionales resulta cada vez mas frecuente,
acentua todavia mas las necesidades de los veterinarios responsables de la inspeccion de
alimentos, en condiciones a veces extremas, de herramientas que faciliten la toma de
decisiones de acuerdo a criterios objetivos y fiables. La posibilidad de disponer de
métodos sencillos, baratos y técnicamente robustos, resulta siempre de utilidad para las
Fuerzas Armadas y por tanto, la investigacion en este campo siempre se ve estimulada

por esta Institucion.

Justificados los motivos que nos inducen a realizar este trabajo se proponen los

siguientes objetivos:
Objetivo principal:

1. La puesta a punto de la técnica rapida de la p-nitroanilina para carnes picadas.
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Objetivos parciales:

1. Llevar a cabo el estudio comparativo de las actividades aminopeptidasicas de las

bacterias gram negativas habituales en la alteracion de la carne en refrigeracion.

2. Comprobar experimentalmente el efecto de las condiciones de crecimiento

bacteriano en la actividad aminopeptidasica de las bacterias gram negativas.
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MATERIAL Y METODOS

La fase experimental de este trabajo consistié basicamente en la determinacion
de la actividad aminopeptidasica en muestras de carne picada, en unas ocasiones con su
microbiota bacteriana natural y en otras contaminadas intencionadamente con distintas
especies bacterianas. Para ello se disefiaron diferentes procedimientos de trabajo que
permitieron optimizar la recuperacion de microorganismos, evitar las interferencias de
las aminopeptidasas cérnicas y valorar la influencia de las condiciones del crecimiento

bacteriano.

2.1. MATERIAL BIOLOGICO

2.1.1. MUESTRAS DE CARNE

Se utilizaron dos tipos distintos de muestras de carne; algunas exigieron la
preparacion previa y el picado en el laboratorio, antes de procesarse, mientras que otras
se procesaron directamente como fueron adquiridas en los distintos despachos
comerciales. A continuacién se describen las distintas caracteristicas de cada una de

ellas.

2.1.1.a. Muestras destinadas a ser picadas en el laboratorio

Consistieron en muestras de carne de las especies porcina, bovina y ovina, asi
como de conejo (G° Oryctolagus), pollo (Gallus domesticus) y pavo (Meleagris
gallopavo domesticus) y se adquirieron en distintas carnicerias de la provincia de

Madrid.

Las muestras pertenecientes a las especies porcina, bovina y ovina consistieron
en filetes de 2 a 4 cm de grosor obtenidos de diferentes piezas. La carne de vacuno
utilizada fue el solomillo, que incluye los musculos psoas mayor, psoas menor y
cuadrado de los lomos, y la babilla, que incluye los musculos cuadriceps femoral

cutaneo del lomo y tensor de la fascia lata.
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Las muestras en la especie porcina se obtuvieron a partir de lomos, piezas
integradas principalmente por el musculo dorsal largo, y en la especie ovina a partir de

piezas de pierna deshuesada.

Las muestras de carne de conejo, que segun el Real Decreto 1915/1984 incluye a
cualquier especie del G? Oryctolagus, consistieron en canales enteras o medias canales
de las que se extrajeron porciones de masa muscular de las extremidades posteriores y de

la zona lumbar.

Las muestras de carne de pollo y de pavo consistieron en filetes de 2 a 4 cm de
grosor obtenidos a partir de cortes de filete de pechuga (Reglamento CEE num. 1538/91)

integrados por los musculos pectorales.

2.1.1.b. Muestras adquiridas previamente picadas.

Estas muestras se adquirieron en diversos centros comerciales de la provincia de

Madrid y procedian de las especies bovina, porcina.

El picado de la carne se realiz6 en el momento de su adquisicion, conteniendo la
muestra final una sola especie o bien una mezcla de ambas en proporciones variables.
También se adquirieron muestras previamente picadas y envasadas en bandejas de
poliestireno recubiertas con una pelicula plastica de polietileno. Se tomaron de las

vitrinas refrigeradoras de distintos supermercados.

El transporte de todas las muestras desde el punto donde fueron adquiridas hasta

el laboratorio se realizé en recipientes herméticos termoaislantes.

2.1.2. ESPECIES BACTERIANAS

Las especies bacterianas que se utilizaron en el presente trabajo fueron las

siguientes:
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Pseudomonas fluorescens (Trevisan 1889) Migula 1895; cepa tipo, numero 378
de la Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT), que se corresponde con la de
referencia niumero 13525 de la American Type Culture Collection, Rockville, USA

(ATCC).

Pseudomonas fragi (Eichholh 1902) Gruber 1905; cepa tipo, nimero 446 de la

CECT, que se corresponde con la de referencia nimero 4973 de la ATCC.

Pseudomonas putida (Trevisan 1889) Migula 1895; cepa tipo, biovar A, nimero

324 de la CECT, que se corresponde con la de referencia nimero 12633 de la ATCC.

Flavobacterium odoratum Stutzer 1929, cepa tipo numero 998 de la CECT, que

se corresponde con la de referencia nimero 4651 de la ATCC.

Moraxella bovis (Hauduroy et al. 1973) Murray 1948, cepa tipo numero 468 de
la CECT, que se corresponde con la de referencia numero 10900 de la ATCC .

Todas estas cepas bacterianas se recibieron liofilizadas, envasadas en un vial de
vidrio. La revitalizaciéon de las cepas se realizdé suspendiendo el polvo en agua de
peptona tamponada siguiendo las especificaciones del catidlogo de cepas de la Coleccion

Espaiola de Cultivos Tipo.

Ademas de las cepas anteriormente citadas se utilizd una cepa de Pseudomonas

sp. aislada de una muestra de alimento en el propio laboratorio.
La revitalizacion de Ps. fluorerscens, Ps. fragi, Ps. putida y Flavobacterium
odoratum se realiz6 utilizando como medio de cultivo agar nutritivo. La temperatura de

incubacion fue de 26 °C en las tres primeras y 37 °C en las dos ultimas.

La revitalizacion de Moraxella bovis se realizo utilizando como medio de cultivo

agar cerebro corazon (Oxoid CM 375) e incubando a 37 °C.
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Una vez revitalizadas se mantuvieron mediante resiembras sucesivas en agar

nutritivo con una frecuencia quincenal.

2.2. MATERIAL DE LABORATORIO

Las pesadas de muestras se efectuaron en granatarios monoplato de la marca
“AND*“ mod. EW-300B con una resolucion de una décima de gramo. Para las pesadas
de precision se utilizaron balanzas analiticas “AND” mod. ER-60 y “Sartorius” mod.
BP210D con una resoluciéon de una décima de mg y de una centésima de mg

respectivamente.

Las esterilizaciones de los medios de cultivo se efectuaron en autoclave eléctrico
marca “Selecta” mod. AUTESTER 437-G aplicando temperaturas de 121°C durante 20

min.

La esterilizacion del material general de laboratorio de vidrio y metal se efectud

en un horno “Selecta” mod. 204A a 160 °C durante 3 horas.

Las esterilizaciones de piezas con partes plasticas tales como las cuchillas u otros
componentes de las picadoras, asi como cualquier material sensible a altas temperaturas,
se realizaron en equipo para esterilizacion con oxido de etileno (C,;H40) marca “Labora
y Adsuar S.L.” con una proporcion de oxido de etileno del 8,6 % a 1 atmodsfera de

presion, durante 6 horas.

Las centrifugaciones se realizaron en una ultracentrifuga marca “Kontron” mod.
CENTRIKON T-2050 utilizando un rotor modelo TST 41.14 y tubos de policarbonato
TH de 14 ml ref*. 9091-90382 y 9091-00533.

La centrifugacion a la que se hace referencia en el apartado 2.5.2 se realizo en

una centrifuga refrigerada marca “JOUAN” mod. CR-312 equipada con un rotor de 17

cm de radio.
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Para la clarificacion del medio previa a la lectura espectrofotométrica se utilizo

una centrifuga de la marca “ALRESA*.

Para la conversion entre revoluciones por minuto (r.p.m.) y fuerza de aceleracion

( g) se utilizaron las siguientes ecuaciones matematicas:

z=1,118x10 >x n°x r

n=299,07x Vz/r

Donde:
n = n° de revoluciones por minuto
z=ndeg

r = radio del rotor de la centrifuga utilizada.

El picado de las muestras de carne se hizo en una picadora de cuchillas de

laboratorio marca “TECATOR” mod. KNIFTEC 1095.

Las incubaciones microbiologicas de microorganismos psicrotrofos viables en los
que se requerian temperaturas inferiores a la ambiental se llevaron a cabo en estufa-
refrigeradora termostatada de la marca “Selecta” modelo 338. El resto de las

incubaciones se realizo en estufas termostatadas de la misma marca modelos 237 y 207.
El mantenimiento de los medios de cultivo fundidos a 55 °C previo a su
distribucion en placas de Petri de hizo en una estufa termostatada de la marca “Selecta”
mod. 237
Las incubaciones para el desarrollo de la reaccion entre las aminopeptidasas y el
sustrato de L-alanina-4-nitroanilida se efectuaron en un agitador dotado de campana

incubadora termostatada de la marca “Selecta” mod. ROTOBIT.

Las siembras se realizaron en una campana de flujo laminar “Telstar” mod.FV-13
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Los pHmetros utilizados fueron de la marca “Crison” mod. 2001 equipados con
electrodos mod. 52-00 y 52-32 y sonda de temperatura compensadora automatica (CAT)

Mod. 55-55.

Las lecturas espectrofotométricas y turbidimétricas se realizaron con
espectrofotometro de doble haz “Shimadzu” Mod. UV-1603, utilizando cubetas de

metacrilato semimicro de 1 cm de paso dptico.

Se utilizaron micropipetas de las marcas “ BRAND “ Mod. Transferpette de 0,5-
5ml, 10-100 pl y 100-1000 pl.

La obtencion de agua ultrapura utilizada para la preparacion de soluciones
acuosas y medios de cultivo se llevd a cabo mediante los sistemas asociados en linea
MILLI-RO y MILLI-Q de la marca “Millipore”, modelos ZERONC004 y ZFMQ23004,

respectivamente.

La recogida de microorganismos mediante homogeneizacion se hizo en un
homogeneizador de palas “Stomacher” mod. BA6021, utilizando bolsas de polietileno

provistas de un filtro interior.

La filtracion de las muestras previa a la lectura espectrofotométrica se llevo a
cabo mediante filtros estériles “Millipore” de 0,45 um de didmetro de poro Mod.

MILLEX-HV

La preparacion de las diluciones y la realizacion de las siembras para los
recuentos bacterianos se realizaron utilizando tubos de vidrio de diversos volumenes,
agitadores rotatorios de la marca “BUNSEN” mod.AGT-9, placas de Petri estériles de
polietileno de 8,5 cm de diametro, asas de Driglasky y material general de vidrio de

laboratorio.
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2.3. REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

Los reactivos utilizados a lo largo del trabajo fueron los siguientes:

- L-alanina-p-nitroanilida marca Sigma ref* A 9325

- Tampodn TRIS hidroximetil aminometano marca Bio-Rad Ref* 161-0716
- Acido clorhidrico 0,1 N P.A. marca Merck

- Hidroéxido sodico 0,1 M P.A.marca Panreac

- Etanol 96° marca Scharlau

- Tampon de pH 4 para calibracion de pHmetro marca Crison

- Tampdn de pH 7 para calibracion de pHmetro marca Crison

- Cloruro potasico 3 M + cloruro de plata (Electrolito para pH-metro) Crison

- Cloruro s6dico marca Panreac

Los medios de cultivo utilizados en las determinaciones microbioldgicas, a
excepcion del suero fisioldgico que se prepard en el propio laboratorio disolviendo 7,5 g
de cloruro sédico en agua ultrapura hasta un volumen de 1000 ml, fueron de la marca
“Oxoid”. Se utilizaron: agua de peptona tamponada (pH 7,2 £+ 0,2), Plate Count Agar
(PCA) (pH 7 £+ 0,2), agar nutritivo (pH 7,4 £+ 0,2), agar cerebro corazén (pH 7,4 £ 0,2),
y Triptone Soye Broth) (TSB) (pH 7,3 £0,2)

2.4. PROCEDIMIENTOS GENERALES

2.4.1. PREPARACION DE MUESTRAS DE CARNE PICADA CON BAJA
CARGA BACTERIANA

Algunos de los protocolos de trabajo que se exponen en los apartados siguientes
exigieron trabajar con carne picada cuya carga bacteriana fuera lo mds baja posible.
Dado que esta comprobado que el interior del musculo de animales sanos sacrificados en
condiciones higiénicas adecuadas es practicamente estéril (Gill, 1979), se procedié como

se expone a continuacion:
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En las muestras de carne de porcino, bovino y ovino, asi como las de pollo y
pavo se tomaron los filetes de 2 a 4 cm de grosor y se procedio a aplicarles una espatula
candente por toda la superficie externa, insistiendo de forma especial en aquellas zonas

donde la pieza presentaba irregularidades.

En las muestras de carne de conejo, al tratarse de canales enteras con una
superficie irregular, se procedi6 a la aplicacion de la espatula candente en las zonas en
las que posteriormente se pretendia tomar porciones de masa muscular, si bien se

finaliz6 el tratamiento con un flameado general de la canal.

En cualquiera de las especies utilizadas, una vez formada la escara superficial,
¢ésta se elimind mediante pinzas, tijeras y bisturi estériles hasta una profundidad de al
menos 3 mm. A continuacion se tomaron porciones de masa muscular del interior de la

pieza.

Estas porciones se picaron en una picadora de cuchillas. Todas las piezas, de este

equipo, que entraban en contacto con la muestra, se habian esterilizado previamente.

El grado de picado al que se sometid la carne fue el necesario en cada una de las

muestras para conseguir reducirla a granulos de 2 a 3 mm.

Todas estas operaciones se realizaron en campana de flujo laminar y el operario
estaba provisto de mascarilla y guantes estériles. La muestra asi obtenida se introdujo en

un recipiente hermético estéril y se conservé a 4 °C hasta el momento de su uso.
2.4.2. RECUENTO DE MICROORGANISMOS PSICROTROFOS VIABLES

El recuento de microorganismos psicrotrofos viables presentes en una muestra se
realiz6 siguiendo el siguiente protocolo. Se partié de una dilucién de 107 de la muestra

de carne, salvo en el caso del procedimiento descrito en el apartado 2.5.1 en el que se

partio de diluciones 1/14 y 1/70 debido al disefio de esa experiencia concreta.
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El diluyente utilizado para la dilucién 10" de partida fue, de forma general, suero
fisiologico estéril, salvo en el caso de los protocolos de trabajo descritos en los apartados

2.5.1 y2.5.2 en los que se utilizé tampoén Tris 0,1 M pH 8,0.

A partir de la dilucion de partida y de acuerdo con la carga bacteriana esperada
en la muestra, se prepararon sucesivas diluciones decimales tomando con micropipeta 1
ml de esta dilucion y afiadiéndolo a un tubo que contenia 9 ml de agua de peptona al 1%.

Se procedi6 asi sucesivamente hasta conseguir el numero de diluciones deseado.

A partir de cada una de las diluciones preparadas se sembraron, por duplicado en
placas de Petri que contenian medio de cultivo PCA previamente solidificado, 0,1 ml del
indculo. Este volumen se distribuyé homogéneamente por toda la superficie con la
ayuda de un asa estéril de vidrio de Driglasky. Todas las operaciones descritas

anteriormente se realizaron bajo campana de flujo laminar.

Una vez realizada la siembra se procedi6 a incubar las placas en posicion
invertida en estufa-refrigeradora termostatada. Las condiciones de tiempo y temperatura
de incubacion fueron las siguientes: 24 horas a 17 °C seguidas de 72 horas a 7 °C, como

recomiendan S¢gard y Lund (1981) para este tipo de microorganismos.

Transcurrido el tiempo de incubacion se realizd el recuento de las colonias
unicamente en aquellas placas que contenian entre 30 y 500 colonias. El recuento se

realizd mediante cuentacolonias provisto de registrador.

Para obtener el resultado final se multiplicé el recuento obtenido en cada placa
por la inversa de la dilucion correspondiente. Seguidamente se hizo la media de los
recuentos obtenidos con cada una de las series de diluciones. Al realizarse los recuentos
por duplicado se obtuvo la media de los dos y finalmente, para expresarlo en unidades
formadoras de colonias (ufc) por gramo, se multiplicéd el valor final por 10, ya que los
recuentos procedian de la siembra de 0,1 ml. que, a todos los efectos, lo asumimos como

0,1 g.
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2.43. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASICA A
PARTIR DE UNA SUSPENSION ACUOSA MEDIANTE LA PRUEBA DE
LA P-NITROANILINA

La reaccion entre las enzimas y el sustrato, que se expuso de forma esquematica
en el apartado 1.2.6 de la introduccion, constituye el Gltimo paso comun a todos los
protocolos de trabajo que utilizamos en la fase experimental. Para desarrollar esta
reaccion, independientemente de que las aminopeptidasas tuvieran origen carnico o
bacteriano, se procedi6 siempre del mismo modo, de acuerdo al esquema que se muestra

en la figura 2.1.

SUSPENSION TAMPONADA a

pH 8.0
3 mI BLANCO 3 ml MUESTRA
Adicién de 250 pl de
— SUSTRATO
L-alanina-4-nitroanilida
Conservacion en refrigeracion a INCUBACION
4°C durante 2 horas en agitacion durante
2 horas a 37°C
CENTRIFUGACION CENTRIFUGACION
a 1200 g 10 minutos a 1200 g 10 minutos
Adicién de 250 pl de
SUSTRATO
L-alanina-4-nitroanilida
FILTRADO 0,45 um FILTRADO 0,45 um

v v

LECTURA ESPECTROFOTOMETRICA DE LA ABSORBANCIA DE LA
MUESTRA A 390 nm UTILIZANDO EL BLANCO COMO COMPENSACION

Figura 2.1. Esquema del procedimiento para la determinacion de la actividad
aminopeptidasica de una muestra mediante la prueba de la p-nitroanilina.
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Para la determinacién de la actividad aminopeptidasica de una muestra se siguio

el método desarrollado por Pérez de Castro (1988).

Como sustrato se utilizé la L-alanina-4-nitroanilida. Se eligid este sustrato por ser
el mas especifico de la enzima cuya actividad se pretende determinar (Teuber y Cerny
1973), ademas de haber sido utilizada por Cerny en 1976 para la diferenciacion entre

bacterias gram positivas y gram negativas.

La preparacion de la dilucion del sustrato al 0,1 % se realizdé pesando en un
matraz aforado de 10 ml, con una precision de una décima de mg, 0,01 g de L-alanina-
4-nitroanilida y enrasando posteriormente hasta el volumen total del matraz con agua
ultrapura estéril. Agitando suavemente por rotacion se facilitd la disolucion y cuando

¢sta se completo se transtirid a un frasco estéril con cierre hermético.

Todas las operaciones anteriores, incluida la pesada, se realizaron bajo campana
de flujo laminar utilizando siempre material estéril y provistos de mascarilla y guantes

quirurgicos.

Aunque la solucién de sustrato, preparada en las condiciones anteriores y
conservada en refrigeracion a 4 °C es bastante estable y en la determinacion de la
actividad aminopeptidasica siempre se realiza una compensacion por blanco, se limité el

periodo maximo de utilizacion a 1 semana.

Para realizar la prueba se tomaron 6 ml. de la muestra y se repartieron en dos

alicuotas de 3 ml. que se denominaron muestra y blanco.

Se adicionaron 250 ul de sustrato a la muestra y se incubo durante 2 horas a
37 °C. Durante el tiempo de incubacion la muestra se agitd en un agitador rotativo a 120
r.p.m. Una vez finalizada la incubacion se procedid a centrifugar la muestra a 1200 g

para clarificar el medio. El sobrenadante se filtr6 a través de un filtro estéril de 0,45 pum.
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y, finalmente, se leyo la absorbancia del filtrado a 390 nm. en un espectrofotometro de

ultravioleta-visible Shimadzu UV-1603.

La alicuota utilizada como blanco se mantuvo durante 2 horas en refrigeracion a
4 °C. Posteriormente, de forma paralela a la muestra, se centrifugd6 a 1200 g para
clarificacion. Finalmente se afiadi6 el sustrato y se filtro a través de un filtro estéril de
0,45 wm y su absorbancia a 390 nm se utilizd como compensacion de la lectura

espectrofotométrica.

2.4.4. CONTROL DE CALIDAD DE LA LECTURA ESPECTROFOTOMETRICA.

La obtencion de medidas de absorbancia correctas con el uso de
espectrofotometros de ultravioleta-visible depende en gran medida del estado de
mantenimiento y calibracion de los mismos. Las condiciones de trabajo en que se utiliz6
el equipo fueron las adecuadas (ambiente exento de polvo, no incidencia de luz solar

directa etc.).

La lectura espectrofotométrica se mantuvo siempre en condiciones analiticas
optimas. Para ello, se realizaron periédicamente, de acuerdo con las recomendaciones e
instrucciones de la firma suministradora, las siguientes operaciones de verificacion y

calibracion:

- Alineacion del compartimento de la célula de lectura (mensualmente)

- Verificacion de la exactitud de las lecturas de la absorbancia
(trimestralmente).

- Comprobacion de la exactitud de las longitudes de onda (trimestralmente).

- Célculo de la incertidumbre de la medida de la absorbancia (semestralmente).

Para verificar la exactitud de las absorbancias leidas por el equipo se utilizaron dos
filtros patron de vidrio, color gris neutro. Para verificar la exactitud de la longitud de
onda del equipo se utiliz6 un filtro patron de 6xido de holmio. Estos juegos de filtros

eran de la marca HELLMA y sus caracteristicas se exponen en las tablas 2.1 y 2.2.
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Tabla 2.1.

Absorbancias a diferentes longitudes de onda e incertidumbre asociada de dos filtros patrén de

vidrio (HELLMA) utilizadas en la verificacion de la exactitud de las lecturas de absorbancia.

ABSORBANCIA A LAS LONGITUDES DE ONDA '”Cemdumbrﬁ de
FILTRO | N° CATALOGO | NeSERIE ESPECIFICADAS absorbancia

asociada a la

440 465 546 590 635 | medida del patron

F3 666-F3 E-198 0.502 0.458 0.470 0.498 0.486 0.004

F4 666-F4 E-092 0.974 0.904 0.928 0.965 0.920 0.007

Tabla 2.2.

Picos de absorbancia maxima a diferentes A y su incertidumbre asociada generadas por un filtro

patron de 6xido de holmio (HELLMA)

PICOS DE ABSORBANCIA MAXIMA A LAS A | ncertidumbre de

longitud di d
FILTRO | N° CATALOGO N° SERIE ESPECIFICADAS ongitu . de OVI a
asociada a

279 361 453 536 638 patrén

F1 666-F1 E-512 279,35 | 360,90 | 453,60 | 536,45 | 637,90 0,25
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2.5. PROTOCOLOS ESPECIFICOS DE TRABAJO.

2.5.1. INVESTIGACION, EN PRESENCIA DE CARNE, DE LA ACTIVIDAD
AMINOPEPTIDASICA DE MUESTRAS CON BAJA O NULA CARGA
BACTERIANA.

En la propia carne o sus jugos pueden existir enzimas aminopeptidasas que
enmascaren la actividad aminopeptidasica de las bacterias gram negativas que se

recogen de la matriz. No resulta nada facil recolectar bacterias de la carne picada sin

MUESTRA DE CARNE PICADA CON
BAJA/NULA CARGA BACTERIANA

100 mg
6,9 ml 6,5 ml
—
TAMPON TRIS TAMPON TRIS
0.1 M pH 8.0 0.1 M pH 8.0

v

Igual que para la

muestra de 500 mg

2
@
0,1 ml. para recuento de
—— Microorganismos

psicrotrofos viables

v v

DESARROLLO ACTIVIDAD
AMINOPEPTIDASICA

v

|| LECTURA DE LA ABSORBANCIA A 390 nm ||

Figura 2.2 Esquema del protocolo de trabajo para determinacion de actividad aminopeptidasica
en carne con baja /nula carga bacteriana en presencia de la carne.
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arrastrar al tiempo particulas o jugos procedentes de la misma. La estrategia que se
disefo para comprobar como influia la presencia de estos restos carnicos y si la prueba

podria llevarse a cabo o no en presencia de los mismos se recoge en la figura 2.2.

Partiendo de una muestra obtenida segin el procedimiento expuesto en el
apartado 2.4.1 se tomaron cantidades de 100 y de 500 mg. de carne que se introdujeron
en sendos tubos de ensayo. Mediante la adicion de tampén TRIS 0,1 M pH 8,0 se llevd
a un volumen total de 7 ml. La preparacion del tampon TRIS 0,1 M pH 8,0 se realizd
siempre por volimenes de 500 ml. pesando 6,057 g del producto en polvo en matraz
aforado de 500 ml y afiadiendo agua ultrapura hasta completar el volumen total; una vez
conseguida la disolucion del producto mediante agitacion suave, se procedio a ajustar el
pH adicionando acido clorhidrico 0,1 M hasta alcanzar el pH 8,0 deseado. Una vez
preparado se procedid a esterilizarlo en autoclave a 121°C durante 15 minutos,

comprobando el pH tras la esterilizacion.

Se anadieron 6,9 ml. del tampon en tubos que contenian 100 mg. de muestra y
6,5 ml. en los que contenian 500 mg; a continuacién, se homogeneizé la mezcla con un
agitador de tubos rotativo. Las adiciones de tampdn dieron como resultado unas

diluciones de 1/70 y de 1/14 para las muestras con 100 mg y 500 mg, respectivamente.
De cada tubo se tomo una alicuota de 0,1 ml para llevar a cabo un recuento en
placa de microorganismos psicrotrofos viables de acuerdo al procedimiento descrito en

el apartado 2.4.2

Con el volumen restante de cada tubo se procedié a la determinacion de la

actividad aminopeptidasica de acuerdo al procedimiento descrito en el apartado 2.4.3
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2.5.2. ESTABLECIMIENTO DE LA RELACION ENTRE CARGA BACTERIANA Y
ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASICA EN LAS FRACCIONES OBTENIDAS
MEDIANTE CENTRIFUGACION.

Para determinar la actividad aminopeptidasica en las diferentes fracciones que se
obtienen por centrifugacion del extracto filtrado procedente del lavado de una muestra
de carne con muy baja carga bacteriana y establecer la relacién existente entre esta
actividad aminopeptidésica y la tasa bacteriana en dicha fraccion, se disefio el protocolo

de trabajo que se expone de forma esquematica en la figura 2.3.

MUESTRA DE CARNE PICADA CON
MUY BAJA/NULA CARGA BACTERIANA

20¢g

180 ml Tampon
TRIS 0,1 M pH 8,0

Homogeneizacion

Recuento de microorganismos
psicrotrofos viables
Sggaard y Lund (1981)

CENTRIFUGACION 4000 g 4°C 15 minutos

SOBRENADANTE / \A SEDIMENTO

/ |

Resuspension en 9 ml de
Recuento de microorganismos tampén TRIS 0,1 M pH 8,0
psicrotrofos viables
Sggaard y Lund (1981) l
Desarrollo y determinacion de la Desarrollo y determinacion de la
actividad aminopeptidasica actividad aminopeptidasica
segun apartado 2.4.3 segun apartado 2.4.3

Figura 2.3 Esquema del protocolo de trabajo para establecer la relacion entre carga bacteriana y
la actividad aminopeptidésica de diferentes fracciones obtenidas por centrifugacion.
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Se partié de una muestra obtenida segun lo expuesto en el apartado 2.4.1 con una
carga bacteriana nula o muy reducida. Se tomaron 20 g de esta muestra de carne picada
y se afiadieron 180 ml de tampon TRIS 0,1 M pH 8,0, de tal forma que se obtuvo la
dilucion 107, La pesada de la muestra, la introduccion de ésta en la bolsa para su

homogeneizacion y la adicion del tampon se realizaron en campana de flujo laminar.

Posteriormente, se procedié a homogeneizar la muestra en un homogeneizador de
palas “Stomacher” durante 30 segundos. Si bien las bolsas utilizadas para la
homogeneizacion estaban dotadas de un filtro interior de nailon, se procedidé a un
segundo filtrado a través de un tamiz metalico de 0,20 mm de tamafio de malla para
reducir al minimo el paso de particulas de carne. Este filtrado se recolectd en un matraz
estéril y del mismo se tomaron, por una parte, 0,1 ml para proceder al recuento de
microorganismos psicrotrofos viables de acuerdo con el método expuesto en el apartado
2.4.2,y, por otra, 24 ml que fueron posteriormente centrifugados a 4000 g durante 15

minutos a 4 °C

Una vez que se centrifug6 el filtrado, se obtuvo por una parte el sobrenadante, y
por otra, el sedimento. Del sobrenadante se tom6 1ml para realizar un recuento de
microorganismos psicrotrofos viables de acuerdo a lo establecido en el apartado 2.4.2 y
otros 6 ml. con los que se realizd la prueba para el desarrollo de la actividad

aminopeptidasica siguiendo el procedimiento del apartado 2.4.3

El sedimento se redisolvid en 9 ml de tampdon TRIS 0,1 M pH 8,0 de los que se
tomaron, como en el caso del sobrenadante, 6 ml para el desarrollo de la actividad
aminopeptidasica. El recuento de este sedimento se estimd como la diferencia entre el

recuento del filtrado menos el recuento del sobrenadante.

Como se desprende del protocolo disefiado, la necesidad de que las condiciones
de pH en el que se desarrolla la actividad aminopeptidésica fueran las mismas, tanto en
el sobrenadante como en el sedimento redisuelto, es lo que exigio realizar la dilucion

inicial 10" con tampon TRIS 0,1M pH 8.0.
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2.5.3. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE RECUPERACION

Para buscar las mejores condiciones de recuperacion de microorganismos
presentes en la muestra, es decir, en un niimero suficiente y sin interferencias en el
desarrollo de la actividad aminopeptidasica debidas a aminopeptidasas de origen
carnico, se desarrolld un procedimiento de trabajo que podemos ver de forma

esquematica en la figura 2.4.

MUESTRA DE CARNE PICADA
contaminada intencionadamente
con Peudomonas sp.

20g

180 ml
SUERO FISIOLOGICO
ESTERIL

Homogeneizacion

{ FILTRADO Tamiz 0,2 mm ;

Recuento de microorganismos
Tubo, > psicrotrofos viables
1 Sggaard y Lund (1981)

Centrifugacion a
6000 g 4°C 15’ |

CENTRIFUGACION 4000 g 4°C 15 minutos |

Centrifugacién a | SOBRENADANTE |/ \| SEDIMENTO |
9000 g 4°C 15’ |

Resuspension en 9 ml de
. . t: 6n TRIS 0,1 M pH 8,0
Centrifugacion a Recuento de microorganismos ampon P
12000 g 4°C 15’ psicrotrofos viables
Sggaard y Lund (1981)

Desarrollo y determinacion de la
actividad aminopeptidasica
V sequn apartado 2.4.3

Resto de pasos como el tubo 1
centrifugado a 4000 g

Figura 2.4 Esquema del protocolo para optimizacién de las condiciones de recuperacion
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La muestra que se procesaba debia tener cargas bacterianas variables de tal forma
que los resultados que se obtuvieran cubriesen el mayor intervalo posible, desde
muestras con una carga bacteriana baja hasta muestras con signos evidentes de
alteracion. Para ello, se partié de 20 g de una muestra de carne picada preparada como se
expone en el apartado 2.4.1 y se contaminé intencionadamente con distintas cantidades
de un cultivo en medio liquido de agua de peptona tamponada de Pseudomonas sp. Una
vez homogeneizada la muestra con el indculo, se procedid, en unos casos, al procesado
directo y, en otros, a su almacenamiento en condiciones de refrigeracion (3-8°C) durante

periodos que oscilaron entre 6 h y 15 dias.

La recogida de los microorganismos presentes en la muestra se hizo mediante la
adicion de 180 ml de suero fisiologico estéril y homogeneizando durante 30 segundos en
un homogeneizador de palas “Stomacher”, con lo que se consigui6 la dilucién 107", Esta
dilucién previamente filtrada a través del filtro de nailon presente en la propia bolsa de
homogeneizacion se filtro una segunda vez a través de un tamiz metélico de 0,2 mm de
tamafio de malla. Este filtrado se recogi6 en un matraz estéril y a partir de €l se procedio,
por una parte, al recuento de microorganismos psicrotrofos viables y, por otra, a la toma
de cuatro alicuotas de 24 ml. que se centrifugaron durante 15 minutos a 4 °C a 12.000,

9.000, 6.000 y 4.000 g respectivamente.

Las caracteristicas del rotor de la ultracentrifuga utilizada hicieron que hubiera
que repartir la alicuota de 24 ml en 3 tubos de policarbonato de 9 ml de volumen interno.
Una vez concluida la centrifugacion se reunieron y homogeneizaron los sobrenadantes
de los 3 tubos en un matraz estéril del que se tomo la cantidad necesaria para realizar el
recuento de microorganismos psicrotrofos viables de acuerdo al procedimiento expuesto

en el apartado 2.4.2

El sedimento de los 3 tubos se resuspendid mediante la ayuda de un agitador
rotativo de varilla estéril intercambiable en 9 ml, 3 por cada tubo, de tampo6n TRIS 0,1M
pH 8,0 y se recolectdé y homogeneizé finalmente en un solo tubo, toméndose del mismo
6 ml para realizar el desarrollo de la actividad aminopeptidasica de acuerdo a lo
expuesto en el apartado 2.4.3. Todas estas operaciones se realizaron bajo campana de

flujo laminar.
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Si bien la flora bacteriana presente en la muestra es basicamente monoespecifica,
debido a la preparacion de la muestra y a la posterior contaminacion experimental de la
misma, no se eligi6 como temperatura de incubacion la temperatura de crecimiento
optimo de esta especie, sino que se siguid el procedimiento habitual de recuento de
microorganismos psicrotrofos, ya que de esta manera se consideré que el recuento
obtenido se acercaba mas a las condiciones reales de crecimiento bajo condiciones de

refrigeracion.
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2.5.4. EVALUACION DE LA INFLUENCIA DEL LAVADO DEL SEDIMENTO
EN LA RECUPERACION Y LA ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASICA.

Con objeto de evaluar la influencia que, sobre la recuperacion de
microorganismos y la actividad aminopeptidasica final, pudiera tener la inclusién de un
lavado del sedimento que se obtiene tras la centrifugacion se sigui6 el plan de trabajo

que se expone de forma esquematica en la figura 2.5.

MUESTRA DE CARNE PICADA
contaminada artificialmente
con Moraxella bovis o
Flavobacterium odoratum

20¢g
180 ml
SUERO FISIOLOGICO
ESTERIL
v
Homogeneizacion
.................. . AR
FILTRADO Tamiz 0,2 mm

Recuento de microorganismos
psicrotrofos viables
Sggaard y Lund (1981)

Centrifugacion a 12000 g 4°C 15’ Centrifugacion a 12000 g 4°C 15’ —>| SOBRENADANTE 1° |

[
/ SEDIMENTO ¢

Recuento de microorganismos
| sicrotrofos viables
Desechar P

sobrenadante Resuspension en suero fisiolégico estéril Segaard y Lund (1981)

Centrifugacion a 12000 g 4°C 15’ —)|> SOBRENADANTE 2° |

SEDIMENTO SEDIMENTO ¢
| | Recuento de microorganismos
” psicrotrofos viables
ReSU§penS|on en 9 ml de Resuspension en 9 ml de Seggaard y Lund (1981)
tampén TRIS 0,1 M pH 8,0 tampoén TRIS 0,1 M pH 8,0

Y v

Desarrollo y determinacioén de la Desarrollo y determinacion de la
actividad aminopeptidasica actividad aminopeptidasica
segun apartado 2.4.3 segun apartado 2.4.3

Figura 2.5 Esquema del protocolo para evaluar la influencia de la inclusion de un lavado
del residuo en la recuperacion y la actividad aminopeptidésica.
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Se proces6 la misma muestra por duplicado siguiendo dos procedimientos
paralelos. Por una parte se sigui6 la metodica expuesta en el apartado 2.5.3, eligiendo
12.000 g durante 15 minutos a 4 °C como condiciones de centrifugacion, por las razones
que se exponen en el apartado correspondiente del capitulo de resultados y discusion.
Por otra parte, se incluyd en esta misma metddica un nuevo paso consistente en un
lavado mediante resuspension del sedimento obtenido tras la centrifugacion en suero
fisiologico estéril, seguido de una nueva centrifugacion en las mismas condiciones
citadas, antes de volver a diluir definitivamente en 9 ml de tampon TRIS para realizar la

determinacion de la actividad aminopeptidasica.

Al igual que en el apartado 2.5.3, las muestras se inocularon con distintas
cantidades de los cultivos bacterianos y en algunos casos se procedio al almacenamiento
de la muestra en condiciones de refrigeracion durante periodos que oscilaron entre 6 h. y
15 dias para conseguir cargas bacterianas finales variables, que cubrieran desde muestras
con carga baja hasta muestras muy alteradas; datos necesarios para poder elaborar las

rectas de regresion correspondientes.

Las bacterias utilizadas fueron Moraxella bovis y Flavobacterium odoratum,
ambas procedentes de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo, segun se indica en el

apartado 2.1.2.

Las contaminaciones de la muestra se hicieron en todos los casos utilizando
como material contaminante una sola de las dos especies bacterianas y siguiendo la

misma metodica que se expone en el apartado 2.5.3.

Se obtuvieron dos sobrenadantes, a saber, sobrenadante 1° y sobrenadante 2°,
procedentes de la primera y de la segunda centrifugacion respectivamente. En estos
sobrenadantes, al igual que en la muestra, se realizaron los recuentos de
microorganismos psicrotrofos viables segin el procedimiento del apartado 2.4.2
descartando como temperatura de incubacion las Optimas respectivas de cada especie,

por las mismas razones que las expuestas en el ultimo parrafo del apartado 2.5.3.
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El paso final comin a ambos procedimientos paralelos consistio en la
determinacion de la actividad aminopeptidasica segun el procedimiento del apartado

2.4.3.

2.5.5. ESTABLECIMIENTO DE LA CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD
AMINOPEPTIDASICA Y EL RECUENTO DE MICROORGANISMOS
PSICROTROFOS VIABLES EN CARNE PICADA CONTAMINADA
EXPERIMENTALMENTE.

Para estimar el grado de correlacion entre la actividad aminopeptidésica generada
por las bacterias gram negativas presentes en una muestra de carne picada y el recuento
de microorganismos psicrotrofos viables obtenido mediante técnica de recuento en placa
tradicional se procedi6 siguiendo basicamente la misma metodologia que se expone en el
apartado 2.5.3, si bien en este caso las contaminaciones de la muestra se realizaron con

tres especies bacterianas distintas.

Las bacterias utilizadas fueron Ps. fluorescens, Ps. putida y Ps. fragi. Todas ellas
procedentes de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo segin se manifesté en el

apartado 2.1.2

Al igual que en los apartados 2.5.3 y 2.5.4, las muestras se inocularon con
distintas cantidades de los cultivos bacterianos en agua de peptona y se procedio, en
algunos casos, a su andlisis inmediato y, en otros, a su almacenamiento en refrigeracion
con el mismo propésito expuesto en apartados anteriores. Las contaminaciones de la
muestra se hicieron, en cada caso, utilizando como material contaminante una sola de las

3 especies bacterianas.

Las condiciones de centrifugacion fueron de 12000 g durante 15 minutos a 4 °C.

Los recuentos bacterianos, igual que en el apartado anterior, se realizaron
mediante el procedimiento descrito en 2.4.2, descartando como temperatura de
incubacion las optimas respectivas de cada especie, ya que éstas hubieran podido

generar recuentos que no se corresponden con los reales en condiciones de refrigeracion.
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2.5.6. PROCESADO DE MUESTRAS COMERCIALES DE CARNE PICADA

Con objeto de obtener datos a partir de muestras reales de carne picada, tal y
como se dispensa en los establecimientos comerciales, se aplico el mismo procedimiento
seguido con las muestras contaminadas experimentalmente. Este procedimiento permite
establecer la correlacion existente entre los recuentos de microorganismos psicrotrofos
viables presentes en la muestra y la absorbancia a 390 nm de la p-nitroanilina generada
por el desdoblamiento del sustrato, la L-alanina-p-nitroanilida, por parte de las
aminopeptidasas de las bacterias gram negativas presentes en la muestra que
aleatoriamente llegan a ella y se multiplican durante el almacenamiento bajo
refrigeracion. Las muestras adquiridas segun lo expuesto en el apartado 2.1.1.b tenian,

pues, la microbiota bacteriana natural propia del producto.

Siguiendo el mismo criterio que en procedimientos anteriores, algunas muestras
fueron tratadas inmediatamente al llegar al laboratorio y otras se mantuvieron en

refrigeracion hasta su andlisis.

2.5.7. INVESTIGACION DE LA INFLUENCIA DEL pH Y DE LA
TEMPERATURA DE CRECIMIENTO BACTERIANO EN LA
ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASICA.

Con objeto de comprobar si las condiciones del medio en que se desarrollan las
bacterias modifican en algin sentido la actividad aminopeptidasica que generan, se

procedio de acuerdo con las etapas resefiadas en la figura 2.6.

Se trabajo con tres especies bacterianas: Pseudomonas putida, Pseudomonas
fluorescens y Flavobacterium odoratum. Se cultivaron cada una a valores de pH de 5;
5,5; 6 y 6,5, manteniendo constante la temperatura a 7 °C para todos los cultivos. Por
otra parte, se realizaron cultivos a 12 °C en medios liquidos ajustados a valores de pH

5,5y6.
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En todos los casos se utiliz6 como medio de cultivo TSB (triptone soya broth)
preparado de acuerdo con las especificaciones del fabricante. El ajuste del medio al pH
requerido se consiguid afiadiendo las cantidades necesarias, en cada caso, de acido
clorhidrico o hidroxido sédico 0,1 M, esterilizandose finalmente a 121 °C durante 10

minutos.

Cada uno de los cultivos (a su temperatura y pH determinado) se dejé en
incubacién hasta que alcanzo una masa celular capaz de generar una absorbancia de 0,8
UA a 600 nm. Posteriormente, se procedi6 a tomar una alicuota del cultivo y se ajusto la
absorbancia a 600 nm, a valores comprendidos entre 0,6 y 0,7 adicionando tampon TRIS

0,1 M pH 8.0.

Con la finalidad de obtener actividades aminopeptidéasicas a partir de cultivos
con distinta masa celular, se tomaron, a partir de la dilucion ajustada, 3 alicuotas de 8, 2
y 0,4 ml, que se transfirieron a sendos tubos de ensayo; a cada uno de estos tubos se
afiadieron 24, 18 y 19,6 ml de tampén TRIS 0,1 M pH 8,0, respectivamente
consiguiendo de esta forma diluciones de 1/4, 1/10 y 1/50.

Con la adicion de tampoén TRIS para el ajuste de la primera dilucion, asi como
para la preparacion de las siguientes diluciones, se garantizd que las condiciones de pH

en que se desarrolla la reaccidon enzimatica fueran las idoneas (Pérez de Castro 1989).

De cada una de las diluciones se tomaron 6 ml y se determind la actividad

aminopeptidésica segin el procedimiento expuesto en el apartado 2.4.3

Con los valores obtenidos de masa celular del cultivo, expresada como
absorbancia a 600 nm y su correspondiente actividad aminopeptidasica , expresada como
absorbancia a 390 nm, se calcul6 un valor relativo fruto del cociente entre ambos, que se

denomino actividad aminopeptidésica especifica (AAE).
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AAE — Absorbancia a390 nm

Absorbancia a 600 nm

CULTIVO EN TSB DE
Ps. putida, Ps. fragi o F. odoratum
EN CONDICIONES DEFINIDAS DE pH 'Y
TEMPERATURA CON MASA CELULAR DE
ABSORBANCIA 20,8 A 600 nm

ADICION DE TAMPON TRIS 0,1 M pH 8,0
Ajuste ABS. a 600 nm entre 0,6 — 0,7

- ~
[ | Dilucién 1/4 Dilucién 1/10
| —

EEE———N-

Dilucién 1/50

LECTURA DE LA ABSORBANCIA A 600 nm

v vy

Determinacion de la actividad aminopeptidasica

Figura 2.6 Esquema del protocolo de trabajo para determinacion de la actividad
aminopeptidasica especifica

2.6. METODOLOGIA ESTADISTICA

Para el tratamiento estadistico de los resultados se utilizaron las funciones

estadisticas y las herramientas de andlisis de datos del programa EXCEL de Microsoft.
Las herramientas de andlisis de datos utilizadas fueron:
- Estadistica descriptiva.
- Coeficiente de correlacion.

- Prueba t para medias de dos muestras emparejadas.

- Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales.
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- Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales.
- Regresion.
- Andlisis de varianza (ANOVA) de un factor.

- Prueba F de Snédecor.

Previo a la realizaciéon de cualquier método paramétrico de comparacion de
medias, se aplicd de forma rutinaria el test de Cochran o prueba de razén de varianzas
que informara respecto a la similitud de las varianzas de los grupos a comparar para, de
este modo, utilizar la prueba mas adecuada en cada caso. Los criterios, documentacion y
tablas utilizadas fueron los establecidos por Viedma (1976), Carrasco (1989), Pértega y
Pita (2001) y Lowry (2002).

Respecto al andlisis de varianza, Lowry (2002) mantiene que es una prueba muy
robusta, de tal forma que siempre que el tamafio de las muestras a comparar sea idéntico,
puede utilizarse generando resultados satisfactorios incluso aunque las varianzas de los
grupos no sean similares. En el presente trabajo, dado que en todas las ocasiones en que
se ha utilizado esta prueba ha sido sobre muestras de idéntico tamaio, se ha tenido en
cuenta este criterio ya que, segin el mismo autor, de esta forma se evita la utilizacién de

pruebas no paramétricas, generalmente de menor precision.
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Con el fin de evitar las repeticiones y las referencias constantes que se producen
al tratar los resultados y la discusion de los mismos en capitulos distintos, se ha decidido
abordar ambos de forma conjunta en uno solo. El orden de exposicion viene determinado
por el orden cronolédgico en el que se realizaron las diferentes experiencias, que por otra
parte, coincide con el utilizado en el apartado de material y métodos para la descripcion

de los protocolos especificos del trabajo realizados.

3.1. ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASICA, EN PRESENCIA DE CARNE, DE
MUESTRAS CON BAJA O NULA CARGA BACTERIANA.

Con esta prueba preliminar se determind la actividad aminopeptidasica de la
muestra siguiendo una metddica similar a la utilizada por Pérez de Castro (1989) para la
estimacion de bacterias psicrotrofas gram negativas en leche y en superficies céarnicas.
En este caso, el analisis se realizo en presencia de carne picada y sus jugos y constituyo
una prueba previa para evaluar su viabilidad en estas condiciones o bien comprobar si la
posible liberacion de las aminopeptidasas de origen carnico durante el picado interferian

la reaccion y obligaban a una adaptacion o modificacion del procedimiento.

Siguiendo el protocolo especificado en el apartado 2.5.1, se trabajo con 24
muestras de carne de diferentes especies, previamente tratadas segun el procedimiento
general 2.4.1 del mismo capitulo. El objetivo de esta metodologia fue disminuir la carga
microbiana natural para que la actividad aminopeptidasica de origen bacteriano fuera la
menor posible y poder asi garantizar que, en caso de detectarse actividad, esta, fuera de
origen casi exclusivamente carnico. Los resultados que se obtuvieron se exponen en la
tabla 3.1. Los valores medios de actividad aminopeptidésica, expresada como
absorbancia a 390 nm y de los recuentos de microorganismos psicrotrofos viables

fueron de 2,47 UA y de 3,3x10? respectivamente.

A primera vista se puede comprobar que el tratamiento de higienizacion de la
muestra disminuy6 la microbiota natural, pero no la eliminé completamente. No
obstante, si tenemos en cuenta los datos publicados acerca del tema (Gill 1986, Kraft

1992), que indican que una carne con una tasa inicial del orden de 10* ufc/g es de una
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Tabla 3.1
Actividad aminopeptidasica de muestras de carne picada

de diferentes especies, con baja o nula carga bacteriana.

P Actividad ufc/g de
. eso de la . . . .
Muestra Especie muestra (mg) aminopeptidasica microorganismos Log ufc/g
(Abs a 390 nm) psicrotrofos viables
1 vacuno 100 2,53 4,2 x 10? 2,62
vacuno 500 2,39 5,1x 102 2,71
2 vacuno 100 2,62 7,4 x 10’ 1,87
vacuno 500 2,44 6,9 x 10° 2,84
3 vacuno 100 2,36 5,3 x 10 1,72
vacuno 500 2,69 1,1 X 102 2,04
4 vacuno 100 2,48 9,8 x 10" 1,99
vacuno 500 2,69 71X 10? 2,85
5 porcino 100 1,98 9,5 x 10° 0,98
porcino 500 2,63 8,0 x 10 1,90
6 porcino 100 2,23 9,0 x 10° 2,95
porcino 500 2,84 2,1 x102 2,32
7 porcino 100 2,45 3,2 x10° 2,51
porcino 500 2,69 7,6 x 10° 2,88
8 porcino 100 2,85 2,6 X 10’ 1,41
porcino 500 2,45 8,9 x 10° 0,95
9 cordero 100 2,42 2,3x10° 3,36
cordero 500 2,54 1,3x10° 3,11
10 cordero 100 2,83 6,4 X 102 2,81
cordero 500 2,69 8,9 x10° 2,95
11 cordero 100 1,99 8,6 x 10 1,93
cordero 500 2,67 6,8 x 10’ 1,83
12 cordero 100 2,15 1,5 x 102 2,18
cordero 500 2,55 8,9 x 10’ 1,95
13 conejo 100 2,52 3,0 x 10? 2,48
conejo 500 2,81 6,0 x 102 2,78
14 conejo 100 2,41 9,2 x 10 1,96
conejo 500 2,66 6,7 x 10" 1,83
15 conejo 100 2,60 5,6 x 10" 1,75
conejo 500 1,77 8,7 X 10" 1,94
16 conejo 100 2,58 1,2 x 10? 2,08
conejo 500 2,16 3,1x 10? 2,49
17 pollo 100 2,31 3,7 X 102 2,57
pollo 500 2,52 1,1 x 10° 2,04
18 pollo 100 2,49 8,4 x 10° 2,92
pollo 500 2,59 6,2 X 102 2,79
19 pollo 100 2,47 6,8 x 10 1,83
pollo 500 2,78 6,7 x 10 1,83
20 pollo 100 1,97 1,6 X 10? 2,20
pollo 500 2,16 2,4 x 102 2,38
21 pavo 100 2,34 6,0 x 10° 2,78
pavo 500 2,02 54 x 10° 2,73
22 pavo 100 2,38 7,6 X 10" 1,88
pavo 500 2,47 8,6 x 10 1,93
23 pavo 100 2,67 6,4 x 10 1,81
pavo 500 2,99 5,7 x 10 1,76
24 pavo 100 1,88 1,2 X 10" 1,08
pavo 500 2,69 6,5 x 10" 1,81
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gran calidad microbiologica, comprobamos que la reduccioén de la tasa microbiana fue
importante, ya que, asumiendo que las muestras tuvieran, en el mejor de los casos, tasas
como la indicada, el tratamiento ocasiond, como minimo, un descenso de
aproximadamente dos unidades logaritmicas Por otra parte, estos resultados son
comparables con los obtenidos por otros autores como Yi-mei-Sun y Okerman (2001),
quienes aplicando unos tratamientos de higienizacion de la carne similares en sus

trabajos, obtuvieron cargas del orden de 107 ufc/g.

La falta de esterilidad de la muestra, no desvirtua en ningin caso la validez de la
experiencia realizada ya que todos los recuentos obtenidos se encuentran muy por debajo
del limite de deteccion de la prueba de la p-nitroanilina, establecido por Pérez de Castro
y col. (1988), Pérez de Castro (1989) y Alvarado y col. (1992), en torno a 10*-10°
ufc/em® de carne. En estos trabajos se pone de manifiesto que cargas bacterianas del
orden de magnitud de las obtenidas en la experiencia que se describe en este apartado no
deberian generar actividad aminopeptidéasica detectable de acuerdo con las rectas de
regresion halladas por Pérez de Castro (1989). Sin embargo, en este caso se obtuvieron
valores de absorbancia muy elevados, que no pueden atribuirse a las bacterias presentes
en la muestra, sino que, obviamente, provienen de las aminopeptidasas nativas de la

carne liberadas durante las operaciones de picado y homogeneizacion en el stomacher.

Si se comparan las muestras de 100 y 500 mg en cada caso (Tabla 3.1) se observa
que, en la mayoria de ellas, la actividad aminopeptidasica desarrollada en presencia de
500 mg de carne fue mayor que la observada cuando se utilizaron 100 mg. No obstante,
las diferencias halladas entre ambas no fueron las esperadas. En ninglin caso se acerco
siquiera la absorbancia de la muestra de 500 mg a ser cinco veces mayor que la de las
muestras con 100 mg, Estos resultados hacen pensar que la reaccion se encuentra
saturada y el color desarrollado (y su correspondiente absorbancia) no es proporcional a
los niveles de actividad enzimatica procedentes de las bacterias presentes en la muestra.
También hay que tener en cuenta la posible pérdida de linealidad que se produce cuando

los valores de absorbancia sobrepasan las 1,2 UA.

De todas maneras, estos datos son de utilidad para el trabajo, ya que indican la

necesidad de separar la carne y las bacterias de las muestras para determinar la actividad
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aminopeptidasica de origen microbiano y asi poder cuantificarlas. El coeficiente de
correlacion de Pearson entre la actividad aminopeptidasica de las muestras de la tabla
3.1, expresada como absorbancia a 390 nm y el logaritmo del recuento de
microorganismos psicrotrofos viables de la muestra (ver apartados 2.4.3 y 2.4.2 del
capitulo de material y métodos), arrojo valor de 0,11 lo que demuestra que, en estas

condiciones, no se puede establecer ninguna correlacion entre ambas variables.

La tabla 3.2 recoge, ordenados por especies, los resultados de las muestras en las
que se procesaron 100 mg de carne. Los valores obtenidos con 500 mg se han
desestimado de acuerdo con las consideraciones hechas anteriormente. Los datos de 100
mg son igualmente elevados y posiblemente también esta cantidad sea suficiente para
saturar la reaccion, por ello se ha renunciado a realizar con estos datos un estudio
estadistico que permitiera ofrecer diferencias entre carnes de las distintas especies. No
obstante, los datos que muestra la tabla 3.2 no evidencian grandes diferencias entre los

valores obtenidos en cada uno de los grupos.

Tabla 3.2
Actividad aminopeptidasica expresada como absorbancia a 390 nm

generada por muestras de 100 mg de carne de diferentes especies

vacuno porcino cordero conejo pollo pavo

2,53 1,98 242 2,52 2,31 2,34

2,62 2,23 2,83 2,41 2,49 2,38

2,36 2,45 1,99 2,60 2,47 2,67

2,48 2,85 2,15 2,58 1,97 1,88

Media 2,50 2,38 2,35 2,53 2,31 2,31

Los trabajos de Nishimura y col. (1990) o Blanchard y Mantle (1996), informan
sobre los distintos niveles de aminopeptidasas presentes en la carne de mamiferos y
aves. Ambos autores coinciden en sefalar que la carne de pollo, seguida por la de
conejo, contiene niveles ligeramente superiores que la de otras especies. No obstante, se
comprueba que la realizacion de la prueba de la p-nitroanilina para la deteccion de carga

bacteriana, en presencia de la carne o sus jugos, incluso en pequefias cantidades y con
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independencia de la especie, satura la reaccion haciéndose necesaria una adaptacion del

método para su aplicacion en carnes picadas.
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3.2. RELACION ENTRE CARGA BACTERIANA Y ACTIVIDAD
AMINOPEPTIDASICA EN LAS FRACCIONES OBTENIDAS

MEDIANTE CENTRIFUGACION.

Una vez comprobado que era imposible tratar de determinar la carga bacteriana
de la carne picada con la prueba de la p-nitroanilina en presencia de la carne o sus jugos,
la siguiente etapa consistio en localizar la actividad aminopeptidasica nativa de la carne
e intentar eliminarla, sin que afectase al numero de microorganismos contaminantes.
Para ello, se procedid de acuerdo a lo especificado en el apartado 2.5.2, a partir de

muestras con muy baja o nula carga bacteriana, preparada segun el procedimiento 2.4.1.

Tabla 3.3

Actividad aminopeptidasica y recuentos de microorganismos psicrotrofos

viables en las fracciones obtenidas mediante centrifugacién a 4000 g

del material de lavado y filtrado de muestras de carne picada

ufc/g de Actividad ufc/g de Actividad
Especie micro_organismos aminopeptidasica micro_organismos aminopeptidasica
psicrotrofos (abs a 390 nm) psicrotrofos (abs a 390 nm)
en el sedimento | en el sedimento | en el sobrenadante | en el sobrenadante
vacuno 1,0x10° 0,11 ND 0,73
vacuno ND 0,00 ND 0,76
vacuno 6,0x10° 0,20 5,0x10" 0,85
vacuno ND 0,00 ND 0,99
vacuno 4,5x10" 0,09 5,0x10° 0,84
vacuno ND 0,05 ND 0,75
vacuno 3,0x10 0,10 6,0x10° 0,66
vacuno ND 0,05 ND 1,05
vacuno ND 0,00 ND 0,68
vacuno 1,2x10° 0,15 4,3x10’ 1,23
porcino 2,0x10° 0,12 3,5x10' 0,65
porcino ND 0,01 ND 0,94
porcino ND 0,03 ND 0,45
porcino 7,0x10' 0,04 ND 0,91
porcino 9,0x10' 0,13 ND 0,71
porcino ND 0,02 ND 0,79
porcino 6,2x10" 0,14 1,0x10' 0,86
porcino 1,0x10° 0,18 5,0x10" 0,96
porcino 4,5x10? 0,14 3,0x10' 0,62
porcino ND 0,05 ND 0,59

ND: No detectado
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A partir de las muestras de carne, se realizo un lavado para arrastrar las bacterias
contaminantes y mediante centrifugacion a 4000 g, se obtuvieron las fracciones de
sobrenadante y sedimento, en las que se midi6 la actividad aminopeptidésica y se realizd
el recuento de microorganismos psicrotrofos viables. De acuerdo con el citado
protocolo, se procesaron un total de 20 muestras de carne de vacuno y porcino,

obteniéndose los resultados que se muestran en la tabla 3.3.

En primer lugar, hay que destacar que los resultados del tratamiento para

disminuir la carga bacteriana resultaron mas eficaces que los obtenidos en el apartado
. . . 1 ,

3.1, con unos recuentos medios ligeramente superiores a 10" ufc/g. Estos recuentos mas
bajos pueden deberse a que, a la vista de los resultados obtenidos en muestras anteriores,
se parti6 de filetes mas gruesos, se realizd un tratamiento térmico mas intenso y se
elimind la escara hasta una profundidad algo mayor. Asi, en un 45 % de los casos fueron
totalmente efectivos ya que no se constatd crecimiento alguno de microorganismos

psicrotrofos.

El sedimento presentd una actividad aminopeptiddsica media de 0,08 UA a 390
nm y nunca superior a 0,2 UA, mientras que en el sobrenadante se obtuvo un valor
medio de 0,80 UA, lo que supone, numéricamente, una actividad del orden de 10 veces
superior. Aparte de estas diferencias tan claras, hay que decir que de todos es sabido que
las medidas especrofotométricas muy cercanas a cero suelen ofrecer un error mucho
mayor debido al “ruido” del aparato y otras interferencias, que las determinaciones
dentro del intervalo de mayor fiabilidad del equipo de medida habitualmente entre 0,08 y
1,0-1,2 UA. Por tanto, es muy posible que las absorbancias detectadas proximas a cero,
sean unicamente ruido y que la diferencia entre la actividad aminopeptidasica del

sedimento y del sobrenadante sea aun mayor.

La diferencia de absorbancias no fue proporcional a la diferencia de carga
bacteriana existente entre ambas fracciones, que es del mismo orden, y, ademas, por otra
parte en ningin caso alcanzaron el nivel de deteccion de la prueba de la p-nitroanilina
(Pérez de Castro y col., 1988, Pérez de Castro, 1989, Alvarado y col., 1992). Por lo
tanto, las diferencias deben tener su origen en los distintos niveles de aminopeptidasas

procedentes de la carne que se recogieron en ambas fracciones. Algunos autores como
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Blanchard y Mantle (1996) han propuesto una localizacion citoplasmatica y lisosomal de
las aminopeptidasas musculares y citan diversos procedimientos para extraerlas
mediante picado y exposicion a tampones. Esta localizacion explica los resultados
obtenidos, ya que las aminopeptidasas liberadas durante el picado quedan, tras la

centrifugacion, en la fraccion del sobrenadante de forma mayoritaria.

Tomando los valores medios de las 20 muestras y considerando que las medidas
espectrofotométricas de la actividad aminopeptidasica del sedimento y del sobrenadante
tienen el mismo error, se calcula que el 88,52 % de la actividad aminopeptidasica quedo
en el sobrenadante. De todas maneras, ya se ha mencionado antes que el error en las
cantidades més pequefias (inferiores a 0,05) de absorbancia suelen ser mayores que los
de las determinaciones en el intervalo de méaxima fiabilidad del equipo, por lo que, es
probable que el porcentaje real de actividad aminopeptidésica procedente de la carne sea
incluso mayor que el expuesto en las lineas precedentes. No obstante, puede tenerse en
cuenta que algunas de las muestras no eran estériles, ya que se detectaron bacterias en
ellas y, por lo tanto, parte de la actividad aminopeptidasica registrada en el sedimento
puede deberse también a la carga bacteriana residual retenida en el mismo. Pero debe
decirse que esta actividad, aunque colabore en la suma total de la actividad
aminopeptidasica, deberia ser casi insignificante. De todas maneras se puede comprobar
que, si tenemos en cuenta Unicamente los resultados de las muestras en las que no se
constatd crecimiento bacteriano, las diferencias de actividad entre las fracciones
sedimento y sobrenadante se incrementan, localizdndose en este ultimo el 97,12 % de la

actividad.

Los resultados obtenidos permiten ser razonablemente optimistas, ya que al
eliminar el sobrenadante, se elimina la mayor parte de las interferencias debidas a las
aminopeptidasas carnicas. La actividad aminopeptidasica residual del sedimento, menos
del 3 % en las muestras en que no se detectaron microorganismos, supone un porcentaje
pequefio y ademés hay que tener en cuenta que este “ruido de fondo” de la reaccion
procedente de la actividad aminopeptidasica cérnica, tendrd un significado cada vez
menor conforme se incremente el nimero de bacterias presentes en la muestra, pudiendo

asumirse, en principio, sin que la prueba tenga por qué verse sustancialmente afectada.
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3.3. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE RECUPERACION.

En el apartado anterior se ha comprobado que la centrifugacion del resto liquido
filtrado procedente del lavado de la muestra y la eliminacion posterior del sobrenadante
resultaron eficaces para evitar las interferencias debidas a las aminopeptidasas de la
carne; no obstante, como la eliminacion de la fraccion sobrenadante puede suponer la
pérdida de microorganismos de la muestra, debe saberse a ciencia cierta como pueden

influir las condiciones de la centrifugacion en la recuperacion de microorganismos.

Se procedié de acuerdo a lo especificado en el apartado 2.5.3, del capitulo
referente a material y métodos, con 14 muestras de carne de vacuno, porcino y pollo
contaminadas ex profeso con Pseudomonas sp. Las muestras de carne contaminada se
lavaron con suero fisioldgico estéril y después se filtraron. El material filtrado a través
del tamiz de 0,2 mm se centrifug6 con diferentes fuerzas centrifugas, en concreto
12.000, 9.000, 6.000 y 4.000 g. Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 3.4. a
3.7. Asi mismo, las figuras 3.1 a 3.4 muestran las graficas y los datos de las rectas de
regresion ajustadas, entre el logaritmo de las ufc/g obtenidas mediante recuento en placa
y las actividades aminopeptidasicas, expresadas como absorbancia a 390 nm, generadas

por cada muestra, centrifugando a cada una de las fuerzas centrifugas citadas.

De forma general, las recuperaciones resultaron en todos los casos satisfactorias;
no obstante, con los porcentajes de recuperacion obtenidos con cada una de las
velocidades de centrifugacion se abordo la realizacion de un andlisis de varianza de un
factor para verificar la existencia de posibles diferencias entre las recuperaciones
conseguidas con las cuatro velocidades y asi poder determinar si alguna de ellas no era
adecuada para alcanzar una méxima recuperacion microbiana. Es logico pensar que a
mayor fuerza centrifuga, la sedimentacion microbiana tiene que ser mayor, pero,
recuérdese que esta prueba esta pensada para realizarla en cualquier laboratorio e incluso
en condiciones de campo, en las que una centrifuga potente (muy normal en cualquier

laboratorio) podria ser dificil de conseguir.
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Tabla 3.4
Recuentos microbianos en carne, filtrado y sobrenadante tras
centrifugacion a 12.000 g y actividades aminopeptidasicas desarrolladas

por los microorganismos contenidos en el sedimento del filtrado

ufclg Actividad ufclg ufc/a en el Recuperacion
Especie en la carne | aminopeptidasica en el filtrado b g dant respecto al
problema | (absa390 nm) | (dilucién 1/10) | S°OPrenadante | girado (%)
vacuno 3,2x10% * 1,16 3,2x10’ 1,1x10° 99,66
vacuno 1,6x10° 0,41 1,6x10° 9,0x10° 99,44
vacuno 4,5x10’ 0,53 4,5x10° 8,0x10° 99,98
vacuno 3,0x10’ 0,47 3,0x10° 1,4x10° 95,33
vacuno 1,3x10° 0,93 1,3x10’ 4,7x10* 99,64
porcino 2,9x10’ 0,87 2,9x10° 1,7x10* 99,41
porcino 6,0x10* 0,05 6,0x10° 2,0x10? 96,67
porcino 4,5x10’ 0,65 4,5x10° 1,0x10* 99,78
porcino 6,9x10° 0,37 6,9x10° 4,0x10° 99,42
porcino 6,0x10’ 0,46 6,0x10° 5,4x10* 99,10
pollo 6,0x10° 0,35 6,0x10* 2,8x10° 95,33
pollo 3,2x10° * 1,17 3,2x10° 4,0x10° 98,75
pollo 5,4x10’ 0,95 5,4x10° 3,1x10* 99,43
pollo 5,0x10° * 1,38 5,0x10° 1,0x10° 99,98
* La muestra de carne mostraba signos de alteracion
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* Log ufc/g = 3.10 (abs 390 nm) + 5.35
R =0.90
4 T T T
0,00 0,50 1,00 1,50

Actividad aminopeptidasica (absorbancia a 390 nm)

Figura 3.1: Relacion entre la actividad aminopeptidasica de las bacterias recogidas a
12.000 g de la suspension de lavado de carne picada y los recuentos (log ufc/g) de la

carne picada
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Tabla 3.5

Recuentos microbianos en carne, filtrado y sobrenadante tras

centrifugacion a 9.000 g y actividades aminopeptidasicas desarrolladas

por los microorganismos contenidos en el sedimento del filtrado

ufc/g Actividad ufc/g Recuperacion
. . s s . ufc/g en el

Especie en la carne | aminopeptidasica en el filtrado sobrenadante respecto al

problema (abs a 390 nm) (dilucion 1/10) filtrado (%)
vacuno 3,2x10% * 1,01 3,2x10’ 5,1x10* 99,84
vacuno 1,6x10° 0,37 1,6x10° 1,3x10° 99,19
vacuno 4,5x10" 0,29 4,5x10° 2,5x10° 99,94
vacuno 3,0x10’ 0,37 3,0x10° 2,0x10° 93,33
vacuno 1,3x10° 0,91 1,3x10’ 6,0x10* 99,54
porcino 2,9x10’ 0,57 2,9x10° 3,2x10* 98,89
porcino 6,0x10* 0,06 6,0x10° 1,0x10° 98,33
porcino 4,5x10" 0,63 4,5x10° 1,6x10* 99,64
porcino 6,9x10° 0,37 6,9x10° 8,0x10° 98,84
porcino 6,0x10’ 0,45 6,0x10° 8,0x10* 98,67
pollo 6,0x10° 0,25 6,0x10" 3,0x10° 95,00
pollo 3,2x10° * 1,15 3,2x10° 5,3x10° 98,34
pollo 5,4x10" 0,75 5,4x10° 4,8x10° 99,91
pollo 5,0x10° * 1,46 5,0x10° 1,8x10° 99,64

* La muestra de carne mostraba signos de alteracion
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* Log ufc/g = 3.00 (abs 390 nm) + 5.66
R=0.89
4 T T '
0,00 0,50 1,00 1,50

Actividad aminopeptidasica (absorbancia a 390 nm)

Figura 3.2: Relacion entre la actividad aminopeptidasica de las bacterias recogidas a

9.000 g de la suspension de lavado de carne picada y los recuentos (log ufc/g) de la

carne picada.
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Tabla 3.6
Recuentos microbianos en carne, filtrado y sobrenadante tras
centrifugacion a 6.000 g y actividades aminopeptidasicas desarrolladas

por los microorganismos contenidos en el sedimento del filtrado

ufc/g Actividad ufc/g Recuperacion
. . s . ufc/g en el
Especie en la carne | aminopeptidasica en el filtrado sobrenadante respecto al
problema (abs a 390 nm) (dilucion 1/10) filtrado (%)
vacuno 3,2x10% * 1,10 3,2x10’ 7,8x10° 97,56
vacuno 1,6x10° 0,37 1,6x10° 3,0x10° 98,12
vacuno 4,5x10’ 0,26 4,5x10° 3,9x10° 99,91
vacuno 3,0x10’ 0,45 3,0x10° 2,2x10° 92,67
vacuno 1,3x10° 0,90 1,3x10’ 1,3x10° 99,00
porcino 2,9x10’ 0,57 2,9x10° 5,0x10* 98,28
porcino 6,0x10* 0,03 6,0x10° 4,0x10° 93,33
porcino 4,5x10" 0,60 4,5x10° 4,2x10* 99,07
porcino 6,9x10° 0,33 6,9x10° 1,56x10" 97,83
porcino 6,0x10’ 0,39 6,0x10° 2,0x10° 96,67
pollo 6,0x10° 0,21 6,0x10" 9,0x10° 98,50
pollo 3,2x10° * 1,12 3,2x10° 7,0x10° 97,81
pollo 5,4x10" 0,72 5,4x10° 4,6x10* 99,15
pollo 5,0x10° * 1,19 5,0x10° 4,8x10° 99,90
* La muestra de carne mostraba signos de alteracion
10
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* Log ufc/g = 3.22 (abs 390 nm) + 5.62
R=0.88
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0,00 0,50 1,00 1,50

Actividad aminopeptidasica (absorbancia a 390 nm)

Figura 3.3: Relacion entre la actividad aminopeptidasica de las bacterias recogidas a
6.000 g de la suspension de lavado de carne picada y los recuentos (log ufc/g) de la

carne picada.
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Tabla 3.7
Recuentos microbianos en carne, filtrado y sobrenadante tras
centrifugacion a 4.000 g y actividades aminopeptidasicas desarrolladas

por los microorganismos contenidos en el sedimento del filtrado

ufc/g Actividad ufc/g Recuperacion
ufc/g en el
Especie en la carne | aminopeptidasica en el filtrado sobrenadante respecto al
problema (abs a 390 nm) (dilucion 1/10) filtrado (%)
vacuno 3,2x10% * 1,31 3,2x10’ 2,0x10° 93,75
vacuno 1,6x10° 0,33 1,6x10° 7,5x10° 95,31
vacuno 4,5x10’ 0,25 4,5x10° 4,0x10° 99,91
vacuno 3,0x10’ 0,42 3,0x10° 4,0x10° 86,67
vacuno 1,3x10° 1,29 1,3x10’ 3,1x10° 97,61
porcino 2,9x10’ 0,63 2,9x10° 3,3x10° 88,62
porcino 6,0x10* 0,02 6,0x10° 7,0x10° 88,33
porcino 4,5x10" 0,59 4,5x10° 7,1x10* 98,42
porcino 6,9x10° 0,31 6,9x10° 1,6x10* 97,68
porcino 6,0x10’ 0,33 6,0x10° 2,3x10° 96,17
pollo 6,0x10° 0,20 6,0x10" 6,0x10° 90,00
pollo 3,2x10° * 1,09 3,2x10° 1,0x10’ 96,87
pollo 5,4x10" 0,73 5,4x10° 1,8x10° 96,67
pollo 5,0x10° * 1,17 5,0x10° 3,0x10° 99,40
* La muestra de carne mostraba signos de alteracion
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Actividad aminopeptidasica (absorbancia a 390 nm)

Figura 3.4: Relacion entre la actividad aminopeptidasica de las bacterias recogidas a
4.000 g de la suspension de lavado de carne picada y los recuentos (log ufc/g) de la

carne picada.
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Los resultados del analisis de varianza se muestran en la tabla 3.8, y la prueba
demuestra la existencia de diferencias significativas, (P=0,001), entre los porcentajes de
recuperacion obtenidos a las cuatro velocidades de centrifugacion utilizadas, o al menos

entre uno de los grupos con respecto a los demas.

Tabla 3.8
Analisis de varianza de los porcentajes de recuperacion de microorganismos

obtenidos con diferentes fuerzas centrifugas.

Centrifugacion Ndamero Suma Promedio Varianza

12.000 g 14 1381,91 98,70 2,7156

9.000 g 14 1379,12 98,50 3,7947

6.000 g 14 1367,80 97,70 4,7754

4.000 g 14 1325,42 94,67 19,7400

Origen de las Sumade  Grados de Promedio de Valor critico  Nivel « de
variaciones cuadrados libertad  los cuadrados F para F  significacion

Entre grupos 146,54 3 48,84 6,29 2,78 0,01
Dentro de los grupos 403,33 52 7,75 probabilidad
Total 549,88 55 0,001

El porcentaje de recuperacion medio y la variabilidad de las muestras procesadas
a 4.000 g resultaron ser las mas discordantes respecto al resto de los grupos, de tal forma

que se realizd otra comparacion excluyendo este grupo.

Tomando tnicamente los porcentajes de recuperacion a 12.000, 9.000 y 6.000 g,
los resultados variaron de forma manifiesta (si se comparan con los precedentes, Tabla
3.8), como puede apreciarse en la tabla 3.9. En este caso el valor F' experimental, inferior
al F critico (oc 0,05) (P=0,35), no permite descartar la hipdtesis nula y por lo tanto se

acepta la no existencia de diferencias entre los 3 grupos.

El protocolo utilizado, ademés de generar informacion acerca de la recuperacion
de microorganismos, nos proporciond los datos complementarios de la actividad
aminopeptidéasica de Pseudomonas sp., junto con el recuento correspondiente para cada
muestra. El grado de correlacion entre estos parametros se puede utilizar como elemento

de decision adicional para la eleccion de las mejores condiciones de centrifugacion.
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Tabla 3.9
Analisis de varianza de los porcentajes de recuperacion de microorganismos

obtenidos tras centrifugar a 12000, 9000 y 6000 g.

Centrifugacion Numero Suma Promedio Varianza

12000 g 14 1381.91 98.70 2.7156

9000 g 14 1379,12 98.50 3.7947

6000 g 14 1367.80 97.70 4.7754

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de Valor critico  Nivel a de
variaciones cuadrados libertad  los cuadrados F para F  significacion

Entre grupos 7.98 2 3.99 1.06 3.23 0.05
Dentro de los grupos 146.71 39 3.76 probabilidad
Total 154.69 41 0.35

Como se desprende de los datos de las cuatro rectas de regresion, las diferencias
entre los coeficientes de correlacion, la pendiente y el punto de corte con el eje de
ordenadas, son bastante pequefas. Salvo en las muestras sometidas a 4.000 g, los
coeficientes de correlacion fueron muy elevados y se aprecio un ligero incremento de la
correlacién conforme se incrementd la fuerza de centrifugacion. Aunque el mejor
coeficiente de correlacion se obtuvo con la centrifugacion a 12.000 g, fue practicamente

equiparable a los obtenidos a 9.000 y a 6.000 g.

Llama la atencion que la mayoria de las muestras analizadas que presentaron
cargas bacterianas del orden de 5x10" — 10® ufc/g, no mostraron signos evidentes de
alteracion, con un color y olor dentro de lo aceptable y sin presencia de limo superficial.
Estos resultados coinciden con lo expuesto por autores como El-Leithy y Rashad (1989)
quienes tampoco evidenciaron signos de alteracion en muestras de carne picada con
cargas bacterianas similares. La explicacion de este hecho, como ya se apuntaba en la
introduccién, puede estar en que a diferencia de la carne en piezas o fileteada, en la que
toda la carga bacteriana se localiza en la superficie, haciendo muy evidente su alteracion,
en la carne picada se distribuye por toda la masa, con lo que este derivado carnico es
capaz de “aceptar” més carga bacteriana por gramo que la carne en piezas por cm” antes
de presentar signos de alteracion. Se han marcado con un asterisco las muestras que

presentaron olores andmalos, indicadores de alteracion.
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La recoleccion de microorganismos de la carne picada se realizé sometiendo a la
muestra a la accion de un homogeneizador de palas tipo “stomacher”. Algunos trabajos,
como el realizado por Rodrigues y col. (1995), han comparado la eficacia de este tipo de
homogeneizadores, los “stomacher”, frente a los agitadores tipo “vortex”, en la
movilizacion de microorganismos de la superficie carnica. Otros sistemas como los
hisopos “swabbing” o el rascado “scraping”, que también compararon en ese trabajo, se
descartaron a priori por ser demasiado dependientes de la variabilidad del operario, y en
nuestro caso, inviables por tratarse de carne picada. En su trabajo, estos autores
concluyen que el “stomacher”, aun con los inconvenientes inherentes a todos los
métodos de extraccidon, incapaces de movilizar todas las bacterias presentes en la
muestra, e incluso con recuperacioes ligeramente inferiores a las obtenidas con
agitadores tipo vortex, es el sistema mas facilmente estandarizable y reproducible,
aspectos estos ultimos muy importantes a la hora de la puesta a punto de una técnica
microbiologica. Por otra parte, en este mismo trabajo, comprobaron que la extraccion
mediante homogeneizacion en “vortex” producia mas dafio en las fibras musculares, lo
que no resulta deseable en nuestro caso por la mayor liberacion de aminopeptidasas de
origen carnico que puede provocar, que conllevaria una mayor interferencia en los

resultados de la prueba.

Estos mismos autores, Rodrigues y col. (1995), han comprobado que los
tratamientos de la muestra, previos a la homogeneizacion, con detergentes o enzimas
como las colagenasas, favorecen la movilizacion de microorganismos de la superficie
carnica. En el presente caso se ha desechado la utilizacion de estos métodos para evitar
las posibles interferencias que podrian generar esas sustancias en la reaccion de las

aminopeptidasas con la p-nitroanilina.

Por otra parte, el posible error que se comete al no movilizar todos los
microorganismos presentes en la muestra es relativo, ya que los recuentos en placa
correspondientes (método de referencia con el que pretendemos comparar nuestra

prueba), se ven afectados en igual medida.

Pérez de Castro y col. (1988), Pérez de Castro (1989) y Alvarado y col. (1992)

exponen en sus trabajos la dificultad de aplicar la prueba de la p-nitroanilina en carnes
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picadas debido a la distribucion de la carga bacteriana por toda la masa; no obstante,
mediante lavado y arrastre de las bacterias de la muestra, similar al que se realizaria para
un recuento en placa, y posterior centrifugado para recogida de los microorganismos
(que se ha comprobado efectivo), y eliminacion del sobrenadante (en el que se localiza
la actividad aminopeptidasica carnica), se consiguid rescatar a la mayor parte de las
bacterias presentes en la carne picada problema y situarlas en una disposicion que

permiti6 realizar la prueba de forma similar a como la realizan los citados autores.

A la vista de los resultados obtenidos, se considerdé que las condiciones de
centrifugacion de eleccion, por los mayores porcentajes de recuperacion, asi como los
mejores datos de correlacion, eran 12.000 g y, por lo tanto, esta fue la fuerza de
aceleracion centrifuga utilizada en el resto de experiencias. Hay que resaltar no obstante,
que los resultados obtenidos a 9.000 y 6.000 g fueron muy similares, aunque resulta
recomendable no bajar de 6000 g. En el caso de utilizar una centrifuga tecnoldégicamente
mas sencilla a 4.000 g para la aplicacion como prueba de campo, seria necesario

aumentar los tiempos de centrifugacion para realizar la prueba eficazmente.
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3.4. INFLUENCIA DEL LAVADO DEL SEDIMENTO EN LA RECUPERACION
Y LA ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASICA.

Con el animo de optimizar el protocolo de trabajo seguido hasta el momento, se
plante6 la posibilidad de incluir un paso adicional, sometiendo a un lavado y
subsiguiente centrifugacion el sedimento que se obtiene en la centrifugacion a 12.000 g.
La inclusién de este paso puede eliminar posibles restos de aminopeptidasas carnicas

residuales, aunque también puede suponer la pérdida de microorganismos.

Para valorar la influencia de la inclusion del lavado del sedimento en la
recuperacion y la actividad aminopeptidasica, se disefio el procedimiento que se expone
en el apartado 2.5.4. De acuerdo con este protocolo se procesaron 28 muestras
procedentes de carne de vacuno, porcino y pollo, de las cuales la mitad estaba

contaminada con Moraxella bovis y la otra mitad con Flavobacterium odoratum.

Los resultados obtenidos correspondientes a los porcentajes de recuperacion, se
muestran en la tabla 3.10. A partir de estos datos, se realizd una comparacion de las
medias de recuperacion obtenidas con y sin la inclusion de la operacion de lavado, para

lo que se utilizo6 la prueba t de Student para muestras pareadas.

Los resultados de esta prueba se exponen en la tabla 3.11 y como puede
apreciarse, se demuestra la existencia de diferencias significativas, (P<0,001), entre

ambos grupos.

A pesar de que estadisticamente puede decirse que se produce una pérdida
significativa de microorganismos en el lavado del sedimento y su posterior
centrifugacion, es de destacar que las pérdidas en términos porcentuales son muy
pequefias, casi insignificantes, aproximadamente del 0,12 %. Desde luego, estas
pérdidas podrian asumirse si el lavado supusiera alguna mejora que justificase su

inclusion en el protocolo de la prueba.
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Tabla 3.10

Porcentajes de recuperacion de microorganismos sin y con la operacion de lavado del sedimento

obtenido por centrifugacion a 12.000 g y nueva centrifugacién en las mismas condiciones

Porcentaje de

Porcentaje de

ufc/g en la er ufc/g en el recuperacion er ufc/g en el recuperacion
carne problema |1™ sobrenadante . 2" sobrenadante
sin lavado con lavado
7,0x10* 1,0x10’ 99,86 0,0x10° 99,86
7,9x10° * 2,5x10° 99,97 2,7x10* 99,96
4,5x10" * 3,7x10° 99,92 9,5x10° 99,89
2,7x10° 1,7x10° 99,37 5,3x10° 99,17
8,0x10" * 2,0x10" 99,75 1,7x10° 99,73
5,0x10° 8,9x10° 98,22 9,0x10’ 98,04
54x10° * 5,9x10° 99,89 4,1x10* 99,88
5,4x10° 2,3x10° 99,57 3,7x10' 99,51
4,5x10° 2,0x10° 99,56 6,2x10° 99,42
6,4x10° * 3,2x10* 99,95 1,1x10° 99,95
4,2x10° * 8,0x10° 99,81 2,6x10" 99,80
1,7x10" 2,4x10* 98,59 7,1x10° 98,17
1,8x10° * 6,1x10° 96,61 1,8x10* 96,51
1,8x10™ * 4,3x10° 99,76 8,4x10° 99,71
2,0x10° * 3,2x10° 98,40 4,1x10° 98,19
4,8x10° * 5,1x10° 98,94 9,8x10* 98,73
3,7x10’ 1,7x10° 99,95 8,1x10° 99,93
8,4x10° * 9,2x10° 99,89 1,5x10" 99,89
4,0x10" 2,3x10’ 99,42 0,0x10° 99,42
8,6x10"0 * 1,5x10" 99,83 5,0x10° 99,77
3,7x10° 7,2x10° 98,05 6,4x10° 97,88
1,4x10° 5,2x10° 96,29 9,9x10' 95,58
2,2x107 2,9x10* 98,68 5,1x10° 98,45
6,4x10* 6,0x10’ 99,06 4,0x10° 99,00
9,1x10" * 1,0x10° 98,90 1,0x10" 98,79
51x10° * 4,0x10° 99,22 2,6x10° 99,16
6,2x10° * 3,7x10° 99,40 8,2x10" 99,27
2,4x10° 7,2x10° 97,00 4,0x10° 96,83

* La muestra de carne mostraba signos de alteracion

Tabla 3.11

Comparacion, mediante la prueba t de Student, de los porcentajes de recuperacion sin y

con la operacion de lavado del sedimento, recogidos en la Tabla 3.10

% de recuperacion sin lavado % de recuperacion con lavado

Media
Varianza
Observaciones

Diferencia hipotética de las medias

Grados de libertad

Estadistico t experimental

P (dos colas)

Valor critico de t 0=0,01 (dos colas)

99,07
1,0614
28
0
27
4,15
0,0003
2,77

98,95
1,3064

28
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La relacion entre los recuentos en placa de Moraxella bovis y Flavobacterium
odoratum y las actividades aminopeptidasica de los filtrados centrifugados sin y con la
operacion de lavado y nueva centrifugacion se exponen en las tablas 3.12 y 3.13 y
figuras 3.5 y 3.6, respectivamente. Los coeficientes de correlacion son altamente
significativos, con P<0,001. Las actividades aminopeptidasicas registradas en los casos
en los que se incluy6 el lavado del sedimento, son ligeramente inferiores a las detectadas
cuando no se realizo, lo que se aprecia de forma grafica en las figuras 3.5 y 3.6. En
ambos casos, los coeficientes de correlacion son comparables, las pendientes también

son muy similares, pero varia el valor de la ordenada en el origen.

Con independencia de la bacteria con la que se contaminé la muestra, se tomaron
de forma conjunta todos los resultados obtenidos, sin y con lavado, y se obtuvieron las
dos rectas de regresion globales, cuyos datos y representacion grafica se exponen en la
figura 3.7, comprobandose el mismo efecto observado por separado en cada una de las

especies.

Para evidenciar estadisticamente las diferencias que a priori se intuyen, se aplico
una prueba t de Student para muestras pareadas con la que se obtuvieron los resultados
que se muestran en la tabla 3.14. Los resultados confirmaron las apreciaciones iniciales
existiendo diferencias significativas, (P<0,001), entre las actividades aminopeptidasicas

de ambos grupos.

La inclusion del lavado no supone una mejora de la correlacion entre los
recuentos y la actividad aminopeptidasica, y ademds ocasiona un empeoramiento del
limite de deteccidon ya que para obtener una absorbancia determinada, se necesitan
recuentos superiores (aunque practicamente del mismo orden de magnitud) en aquellas

muestras en las que se aplica el lavado, que en las que se prescinde del mismo.
En el apartado 3.2 se hacia referencia a la pequeiia actividad residual remanente

en el sedimento, que suponia menos de un 3 % en las muestras en las que no se

detectaba carga bacteriana. Con el lavado era de esperar que esta actividad residual
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Tabla 3.12
Recuentos microbianos y actividad aminopeptidasica desarrollada por
Moraxella bovis en carne picada contaminada y tratada segun se describe

en 2.5.4 sin y con lavado del sedimento y posterior centrifugacion.

Actividad Actividad
Especie de la aminopeptidasica aminopeptidasica Log ufc/g del recuento
muestra de carne (abs a 390 nm) (abs a 390 nm) en placa de la muestra
sin lavado con lavado
vacuno 0,23 0,13 4,84
porcino 0,88 0,67 9,90 *
vacuno 1,30 1,12 10,65 *
porcino 0,68 0,45 6,43
vacuno 1,59 1,40 10,90 *
vacuno 0,63 0,40 5,70
porcino 1,66 1,18 9,73 *
pollo 0,26 0,15 5,73
porcino 0,56 0,33 6,65
porcino 1,13 0,99 8,81 *
pollo 1,12 1,35 9,62 *
pollo 0,68 0,45 7,23
vacuno 0,93 0,82 8,25 *
porcino 1,54 1,36 10,25 *

* La muestra de carne mostraba signos de alteracion

11
il
10 O *

Log ufc/g
~ oo
”\

/El L 4
5

4 T T '
0,00 0,50 1,00 1,50

Actividad aminopeptidasica (absorbancia a 390 nm )

& Resultados sin lavado O Resultados con lavado

= Recta de regresion sin lavado Recta de regresion con lavado

Figura 3.5: Relacion entre los recuentos microbianos y la actividad aminopeptidésica
desarrollada por Moraxella bovis en carne picada contaminada y tratada segliin se

describe en 2.5.4 sin y con lavado del sedimento y posterior centrifugacion
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Tabla 3.13
Recuentos microbianos y actividad aminopeptidasica desarrollada por
Flavobacterium odoratum en carne picada contaminada y tratada segin se

describe en 2.5.4 sin y con lavado del sedimento y posterior centrifugacion.

Actividad Actividad
Especie de la aminopeptidasica aminopeptidasica Log ufc/g del recuento en
muestra de carne (abs a 390 nm) (abs a 390 nm) placa de la muestra
sin lavado con lavado
porcino 1,48 1,14 9,30 *
vacuno 0,92 0,71 8,68 *
vacuno 0,75 0,59 7,57
porcino 1,46 1,21 9,92 *
porcino 0,22 0,12 4,60
vacuno 1,69 1,52 10,37 *
vacuno 0,68 0,52 6,57
porcino 0,43 0,28 5,15
porcino 0,61 0,54 7,34
pollo 0,31 0,19 4,81
pollo 1,94 1,84 10,05 *
vacuno 1,28 0,95 9,71 *
porcino 1,13 0,93 8,79 *
vacuno 0,53 0,41 6,38

* La muestra de carne mostraba signos de alteracion
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Log ufc/g
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4 T T T
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

Actividad aminopeptidasica (absorbancia a 390 nm)

O Resultados con lavado € Resultados sin lavado

Recta de regresion con lavado Recta de regresion sin lavado

Figura 3.6: Relacion entre los recuentos microbianos y la actividad aminopeptidésica
desarrollada por Flavobacterium odoratum, en carne picada contaminada y tratada segun

se describe en 2.5.4 sin y con lavado del sedimento y posterior centrifugacion
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A Moraxella sin lavado A Moraxella con lavado
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= Recta todos los datos sin lavado =—Recta todos los datos con lavado

Figura 3.7: Relacion entre los recuentos microbianos y la actividad aminopeptidésica
desarrollada por M. bovis y F. odoratum en carne picada contaminada y tratada segln se

describe en 2.5.4 sin y con lavado del sedimento y posterior centrifugacion .

Tabla 3.14
Comparacion mediante test t de Student de las actividades aminopeptidasicas
desarrolladas por M. bovis y F. odoratum en carne picada contaminada y tratada

segun se describe en 2.5.4 sin y con lavado del sedimento y posterior centrifugacion.

Actividad aminopeptidasica  Actividad aminopeptidasica

sin lavado con lavado

(abs a 390 nm) (abs a 390 nm)
Media 0.95 0.77
Varianza 0.2473 0.2278
Observaciones 28 28
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 27
Estadistico t 7.85
P(T<=t) 1.91x10°®
Valor critico de t 2.77
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disminuyera, pero la pérdida de bacterias, aunque pequefia, que supuso el segundo
lavado no compenso6 la posible eliminacion de esos restos de actividad aminopeptidasica
carnica que, por otra parte, como ya se dijo en el apartado 3.2, cuando la muestra tenga
una carga bacteriana apreciable, supondrd un porcentaje cada vez menor, conforme la
concentracion microbiana aumente y, por tanto, practicamente serd despreciable a los

niveles de contaminacion habitual de la carne picada.

Asi pues, a la vista de los resultados, se comprobd que el lavado del sedimento
no aportaba ninguna ventaja especial y, por el contrario, complicaba el procedimiento,
disminuia la sensibilidad de la prueba y alargaba el tiempo de la misma, por lo que se

descartd su inclusion como un paso adicional en el resto de las experiencias.
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3.5. CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASICA Y EL
RECUENTO DE MICROORGANISMOS PSICROTROFOS VIABLES EN
CARNE PICADA CONTAMINADA EXPERIMENTALMENTE.
DIFERENCIAS INTERESPECIFICAS.

Una vez establecidas las condiciones de trabajo a seguir para el desarrollo de la
prueba de la p-nitroanilina en carnes picadas, se procedié segun lo expuesto en el
apartado 2.5.5 a la realizacion de esta prueba en carnes contaminadas experimentalmente

con Pseudomonas putida, Ps. fragi y Ps. fluorescens.

La actividad aminopeptidasica generada en la prueba, expresada como UA de
absorbancia a 390 nm, y el logaritmo de las ufc/g de carne obtenidos mediante recuento
en placa, se exponen en las tablas 3.15, 3.16 y 3.17 para Pseudomonas putida, Ps. fragi
y Ps. fluorescens, respectivamente. A partir de estos datos se calculd la relacion
existente entre ambos parametros segin puede observarse en las figuras 3.8, 3.9 y 3.10.
Los coeficientes de correlacion obtenidos en las tres rectas, resultaron en todos los casos

altamente significativos con P<0,001.

El andlisis de varianza de la regresion proporcion6 unos valores de F
experimental de 30,36, 37,29 y 27,26 para las rectas calculadas con los datos obtenidos
de Ps. putida, Ps. fragi y Ps. fluorescens, respectivamente; todos ellos superiores al
valor critico F de Snédecor (10,0 con 10 y 1 grados de libertad), lo que nos permite

afirmar que las pendientes de las tres rectas son significativas con P<0,01.

A la vista de estos datos se puede decir que las tres rectas de regresion resultan
satisfactorias, no obstante presentan diferencias entre si como se puede ver de forma
grafica en la figura 3.11, en la que se muestran de forma superpuesta. Se ha afiadido la
recta de regresion obtenida en el apartado 3.3 para Pseudomonas sp. utilizando 12.000 g,
para utilizarla también con fines comparativos dado que los datos proceden de

experimentos realizados bajo las mismas condiciones.
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Tabla 3.15

Recuentos microbianos y actividad aminopeptidasica desarrollada por Pseudomonas putida

en carne picada contaminada y tratada segun se describe en 2.5.5

Recuento en placa Actividad ami_nopeptidésica
(absorbancia a 390 nm)
8,1x10’ 0.41
1,6x10° 0.57
2,5x10° * 0.95
1,2x10" 0.50
4,8x10’ 0.84
1,2x10" 0.91
2,0x10° 0.51
3,0x10° 0.34
3,2x10° * 1.23
2,1x10"° * 1.61
8,1x10° * 1.34
1,8x10° 0.39

* La muestra de carne mostraba signos de alteracion
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/ N Log ufc/g = 3,27 (abs 390 nm) + 5,31
5 R =0,87
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

Actividad aminopeptidasica (absorbancia a 390 nm)

Figura 3.8: Relacion entre los recuentos microbianos y la actividad aminopeptidésica
desarrollada por Pseudomonas putida en carne picada contaminada y tratada segiin se

describe en 2.5.5
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Tabla 3.16
Recuentos microbianos y actividad aminopeptidasica desarrollada por Pseudomonas fragi

en carne picada contaminada y tratada segun se describe en 2.5.5

Recuento en placa Actividad ami_nopeptidésica
(absorbancia a 390 nm)
1,7x10° 0,81
8,7x10° * 1,08
5,0x10° * 1,19
8,9x10’ 0,63
8,9x10’ 0,78
1,8x10’ 0,61
2,8x10° 0,57
6,3x10° * 0,96
2,9x10° * 0,66
2,5x10° * 1,05
6,0x10° * 1,21
2,0x10° 0,37

* La muestra de carne mostraba signos de alteracion
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Log ufc/g
(0]

6
/ Log ufc/g = 3,85 (abs 390 nm) + 5,09
R = 0,89

5 ‘
0,00 0,50 1,00 1,50

Actividad aminopeptidasica (absorbancia a 390 nm)

Figura 3.9: Relacion entre los recuentos microbianos y la actividad aminopeptidésica
desarrollada por Pseudomonas fragi en carne picada contaminada y tratada segun se

describe en 2.5.5
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Tabla 3.17

Recuentos microbianos y actividad aminopeptidasica desarrollada por Pseudomonas

fluorescens en carne picada contaminada y tratada segun se describe en 2.5.5

Recuento en placa Actividad amipopeptidésica
(absorbancia a 390 nm)
2,0x10° 0,73
2,9x10’ 0,76
3,5x10° * 0,77
1,6x10° 0,85
1,3x10"° * 1,26
3,1x10" * 1,67
4,0x10° * 0,95
1,1x10° * 1,13
4,3x10° * 0,49
6,8x10’ 0,54
8,3x10° * 1,29
1,1x10° 0,33

* La muestra de carne mostraba signos de alteracion
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Actividad aminopeptidasica (absorbancia a 390 nm)

Figura 3.10: Relacion entre los recuentos microbianos y la actividad aminopeptidasica

desarrollada por Pseudomonas fluorescens en carne picada contaminada y tratada segiin

se describe en 2.5.5
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Actividad aminopeptidasica (absorbancia a 390 nm)

@ Ps. putida B Ps. fragi A Ps. Fluorescens O Pseudomonas sp.

Recta de Ps. fluorescens Recta de Pseudomonas sp.

Recta de Ps. fragi

Recta de Ps. putida

Figura. 3.11: Relacién entre los recuentos microbianos y la actividad aminopeptidasica
desarrollada por Pseudomonas fluorescens, Ps. putida, Ps. fragi y Pseudomonas sp. en carne

picada contaminada y tratada seglin se describe en 2.5.5

Para valorar el grado de similitud o diferencia entre las rectas, se disefid una

prueba en la cual se pretendia sustituir todas ellas por una tnica recta que las unificara.

Se elaboraron dos modelos de prediccion distintos. Uno de ellos se convino en
denominarlo “modelo complejo”, en el que se utilizd para la estimacion de los
logaritmos de las ufc/g de una especie bacteriana determinada, su recta de regresion

particular. Este modelo se puede resumir en una ecuacion introduciendo una variable

“dumy” (D). La ecuacion seria la siguiente:

Log ufc/g = aD4+ bD+(abs 390 nm) + cDo+dDy(abs 390 nm) + €D3+fD3(abs 390 nm) + gD4+hDy4(abs 390 nm)

132




RESULTADOS Y DISCUSION

Donde:

a = Ordenada en el origen de la recta de Ps. putida (5,31)

c= “ «“ “ “  Ps. fragi (5,09)

e= “ «“ “ “  Ps. fluorescens (6,21)
g= “ “ “ “  Pseudomonas sp (5,35)
b = Pendiente (tag o) de la recta de Ps. putida (3,27)

d= = «“ “ «“ Ps. fragi (3,85)

f= «“ “ “ «“ Ps. fluorescens (2,57)

h= «“ “ « Pseudomonas sp (3,10)

D puede tomar los siguientes valores:

D, =1 Si la bacteria es una Ps. putida

D, =0 Si la bacteria es cualquiera de las otras
D, =1 Si la bacteria es una Ps. fragi

D, =0 Si la bacteria es cualquiera de las otras
Ds;=1 Si la bacteria es una Ps. fluorescens
D; =0 Si la bacteria es cualquiera de las otras
D4=1 Si la bacteria es una Pseudomonas sp.

D4= 0 Si la bacteria es cualquiera de las otras

El otro modelo predictivo se denomind “modelo sencillo” y consistido en la
utilizacion de una recta comun a las cuatro especies, generada con todos los puntos y que

responderia a la ecuacion:

Log ufc/g = 3,07 (abs 390 nm) + 5,59
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Tabla 3.18

Resumen de diferencias residuales de los modelos de prediccion sencillo y complejo

Modelo sencillo

Modelo complejo

Cuanurr:;ossp;erc:sledsifitraeIs;as Cua_ldrado de las diferenci’as Quadrado de las diferencias‘ S”'Ezs.a‘fg?f'z'riﬁgiﬁiﬁﬂig@:os
residuales a la recta coman residuales a la recta comun residuales a la recta de Ps. putida a las rectas particulares
1,0976 1,5531
0,7511 1,0672
0,7861 0,9548
0,0025 0,0171
0,2415 0,1434
1,6916 1,4450
0,7484 0,4712
1,3204 0,8748
0,0176 0,0278
0,0426 0,0616
Ps putida 0,0450 0,0507 Ps putida
7,0272 0,2828 0,1080 6,7746
Cuadrado de las diferencias
residuales a la recta de Ps. fragi
0,0206 0,0002
1,0678 0,4841
0,2072 0,0010
0,1894 0,2042
0,0012 0,0189
0,0352 0,0241
0,8046 0,6983
0,0594 0,0000
0,7184 0,6990
0,3537 0,0779
Ps. fragi 0,2790 0,9379 Ps. fragi
3,9167 0,1802 0,0433 3,1888
Cuadrado de las diferencias residuales
a la recta de Ps. fluorescens
0,2114 0,0449
0,2309 0,5073
0,3436 0,1277
0,0000 0,0373
0,4255 0,4475
0,0571 0,0002
0,0043 0,0050
0,0001 0,0038
2,3545 1,3570
0,3477 0,0596
Ps. fluorescens 0,4016 0,3624 Ps. fluorescens
4,6699 0,2932 0,9834 3,9363
Cuadrado de las diferencias residuales
a la recta de Pseudomonas sp.
0,2138 0,0031
0,3381 0,2623
0,6637 0,3556
1,3436 1,4385
0,9235 0,9924
0,2044 0,2975
0,1041 0,0078
0,0033 0,0431
0,0111 0,0287
0,5906 0,7400
0,2667 0,2462
0,1062 0,4024
Pseudomonas sp. 0,6147 0,2935 Pseudomonas sp.
5,7861 0,4023 0,1087 5,2199
Suma total de las diferencias residuales en el modelo sencillo | Suma total de las diferencias residuales en el modelo complejo

21.4000

19.1196
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Una vez establecidos estos modelos se calcularon las predicciones de la recta (log
ufc/g estimados) para cada una de las absorbancias experimentales y se restaron del
valor (log ufc/g experimental) para obtener las diferencias residuales. Con las diferencias
residuales elevadas al cuadrado (para evitar valores negativos) obtenidas con uno y otro
modelo se realiz6 un test F en el que se establecié como hipo6tesis nula la no existencia

de diferencias entre ambos modelos.

Como se puede apreciar en la tabla 3.18 las diferencias residuales medias a las
rectas particulares de cada especie son, en todos los casos como cabia esperar, menores
que a la recta comun. La mayor diferencia se hallo en el caso de Ps. fluorescens. No
obstante, las diferencias de prediccion entre ambos modelos son pequefias y, de hecho, el
test F, cuyos resultados se muestran en la tabla 3.19, generé un estadistico F

experimental de 0,83 (P=0,55) y, por tanto, se aceptd la hipotesis nula.

Tabla 3.19
Resultados del test F para la comparacion entre los modelos de prediccion

“sencillo” y “complejo” de Pseudomonas sp., Ps. putida, Ps. fragiy Ps. fluorescens.

Parametro Valor
Suma de los cuadrados de las diferencias residuales (SCR) del modelo sencillo. 21,40
Grados de libertad en el modelo sencillo 48
Suma de los cuadrados de las diferencias residuales (SCR) del modelo complejo 19,11
Grados de libertad en el modelo complejo 42
F experimental:
F- [(SCR .mod .sen cillo )~ (SCR .mod .complejo )]*(G.I.mod .complejo ) 0,83

B [(G.l.mod .sen cillo )— (G.1.mod .complejo )]* (SCR .mod .complejo )

Valor F critico (o = 0,05) 2,32
Valor de probabilidad P asociado al F experimental 0,55

Estos resultados apuntan la idea de que, en nuestras condiciones de trabajo, la
actividad aminopeptidasica desarrollada por las cuatro pseudomonas utilizadas, es muy
similar y de hecho la utilizacion de una recta de regresion comiin como la que se muestra
en la figura 3.12, seria adecuada, ya que las rectas particulares de cada especie no son

significativamente mejores.
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Actividad aminopeptidasica (abs a 390 nm)

Figura 3.12: Relacion entre los recuentos microbianos y la actividad aminopeptidasica
desarrollada por Pseudomonas fluorescens, Ps. putida, Ps. fragi y Pseudomonas sp. en
carne picada contaminada y tratada segun se describe en 2.5.5. Los datos de las cuatro

pseudomonas se han tratado conjuntamente.

Pérez de Castro y col. (1988) y Pérez de Castro (1989), trabajando con las cepas
de pseudomonas DC-7 y JU-7 del “cluster” 1, DC-5 y P-4 del “cluster” 2 y NT-19 y P-2
del “cluster” 3, comprobaron que algunas de estas cepas presentaban distinto grado de
actividad aminopeptidasica aunque no encontraron una relacion entre el grado de
actividad y el “cluster” de pertenencia. De las bacterias utilizadas en esta experiencia,
Ps. fragi pertenece al “cluster” 2 (Shaw y Latty 1981) y Ps. putida y Ps. fluorescens no
se encuadran exactamente en ninguno de estos clusters, si bien esta tltima presenta gran
similitud con las del “cluster” 3, y como se ha comprobado, no presentaron diferencias

significativas entre sus actividades aminopeptidasicas.

La misma comparacién de modelos “sencillo” y “complejo” llevada a cabo entre
las cuatro pseudomonas se repitio incluyendo ademas los resultados descritos en 3.4 para

Moraxella bovis y Flavobacterium odoratum.
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Tabla 3.20

Resultados del test F para la comparacion de los modelos “sencillo” y “complejo” de prediccion de

ufc/g de Pseudomonas sp., Ps. putida, Ps. fragi, Ps. fluorescens, M. bovis y F. odoratum.

Parametro Valor
Suma de los cuadrados de las diferencias residuales (SCR) del modelo sencillo. 45.79
Grados de libertad en el modelo sencillo 76
Suma de los cuadrados de las diferencias residuales (SCR) del modelo complejo 34.62
Grados de libertad en el modelo complejo 66
F experimental 2.13
Valor F critico (a= 0,05) 1,97
Valor de probabilidad P asociado al F experimental 0.03

Los resultados que se apuntan en la tabla 3.20 demuestran que, en este caso, si
existieron diferencias significativas entre las diferencias residuales de, al menos una de
las rectas particulares, respecto a la recta comin. Como se observa, el estadistico F

experimental es superior al F critico (P<0,05).

Estas pequefias diferencias no impiden que estos datos puedan tenerse en cuenta
para la elaboracion de una recta de regresion global representativa de la contaminacion
natural de la carne en general y de la carne picada en particular, ya que en la microbiota
alterante de la carne en aerobiosis y refrigeracion, ademas de las pseudomonas, también
participan otros grupos de bacterias gram negativas y, aunque estas ultimas lo hagan en
proporciones menores, la naturaleza mixta de la microbiota natural recomienda tenerlos
presentes para la elaboracion de posibles rectas que estimen la carga de
microorganismos psicrotrofos a partir de las actividades aminopeptidasicas. Este criterio
se corresponde, por otra parte, con el aplicado por Pérez de Castro y col. (1988) y Pérez
de Castro (1989). Estos autores asumen las diferencias de actividad aminopeptiddsica
apreciadas en algunas de las cepas de pseudomonas estudiadas, ya que consideran que la
combinacion de diferentes cepas en la microbiota definitiva dard como resultado una
actividad aminopeptiddsica homogénea, que puede asemejarse a la que presente la

contaminacion de una carne mantenida en refrigeracion. En el presente caso, ademas de
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las pseudomonas, se han incluido otras especies gram negativas con actividad
aminopeptidasica demostrada y frecuentes contaminantes de las carnes y otros alimentos

perecederos

De acuerdo a este criterio se elabord una recta de regresion general con todos los
datos disponibles obtenidos en las mismas condiciones con todas las especies
bacterianas que se ensayaron, incluyendo los datos de las cuatro especies de
pseudomonas y los correspondientes a M. bovis y F. odoratum. La grafica de la recta y

su ecuacion se recogen en la figura 3.13.
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Figura 3.13: Relacion entre los recuentos microbianos y la actividad aminopeptidésica
desarrollada por M. bovis y F. odoratum, Ps. fluorescens, Ps. putida, Ps. fragi y
Pseudomonas sp. en carne picada contaminada y tratada segin se describe en 2.5.5. Los

datos de las seis especies se han tratado conjuntamente.

Hasta el momento, para construir las rectas de regresion se ha utilizado el
logaritmo de las ufc/g de carne y la actividad aminopeptidasica expresada como
absorbancia a 390 nm. A efectos de comparacion entre las distintas especies bacterianas
o entre diferentes condiciones de trabajo, el ajuste es adecuado. No obstante, en la parte

de la recta con absorbancias de aproximadamente 0,4 o inferiores se aprecid cierta
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desviacion de los puntos respecto a la recta. Desde el punto de vista estadistico es poco
probable que todos los puntos caigan por debajo de la misma. Esta tendencia, junto con
el aspecto general de la nube de puntos, hace pensar que pueda ser necesario un ajuste
no lineal con el objeto de utilizar la ecuacién de forma predictiva con las mayores

garantias posibles.

Pérez de Castro y col. (1988) y Pérez de Castro (1989), al enfrentar el logaritmo
de las ufc en abscisas, con las absorbancias a 390 nm en ordenadas, obtuvieron un
modelo exponencial. En este trabajo, esta tendencia no ha sido tan manifiesta, hasta tal
punto que el ajuste lineal ha resultado adecuado en la mayoria de las experiencias, tal
como se viene demostrando. Posiblemente el reducido nimero de determinaciones con

cargas bajas ha sido el origen de que esta tendencia quedase amortiguada.

Al realizar un ajuste logaritmico se obtuvo la grafica y la ecuacion que se
muestran en la figura 3.14. Como puede comprobarse, este nuevo ajuste continua siendo
adecuado en el rango medio y alto de la funcion, pero ademas resulta mejor en el rango

mas bajo.

Cambiando en el eje de abscisas los valores de las absorbancias por los del
logaritmo natural de las mismas, la representacion grafica vuelve a ser lineal como

puede apreciarse en la figura 3.15.

Comparando la suma de los cuadrados de las diferencias residuales, como se
aprecia en la tabla 3.21, se comprueba que se obtiene un valor inferior y, por lo tanto,
mejor, con la recta obtenida a partir de los logaritmos naturales de las absorbancias y, en
consecuencia, serd esta forma de expresar la actividad aminopeptiddsica la que se

seguira en las siguientes experiencias.
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Figura 3.14: Ajuste logaritmico entre los recuentos de la carne picada (log de ufc/g) y la

actividad aminopeptidasica desarrollada por las bacterias (absorbancias a 390 nm)
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Figura 3.15: Relacion entre los recuentos de la carne picada (log ufc/g) y la actividad

aminopeptidasica desarrollada por las bacterias (In abs 390 nm).
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Tabla 3.21
Sumas de los cuadrados de las diferencias residuales de las rectas
obtenidas a partir de las absorbancias y del logaritmo natural

de la absorbancias (figuras 3.13 y 3.15)

Parametros a partir de los que Suma de los cuadrados de las
esta elaborada la recta diferencias residuiales
Ln de la absorbancia a 390 nm / Log ufc/g 41,96

Absorbancia a 390 nm / Log ufc/g 45,41
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3.6 ESTIMACION DE LA CARGA BACTERIANA EN MUESTRAS
COMERCIALES DE CARNE PICADA.

El fin ultimo de la prueba cuyo desarrollo se esta describiendo es su utilizacion
en carnes picadas comerciales. Hasta el momento, en los apartados anteriores se ha
resefiado el trabajo realizado partiendo de muestras contaminadas experimentalmente
con una sola especie bacteriana. En este apartado se han analizado muestras comerciales
con su microbiota natural.

Tabla 3.22
Recuentos microbianos y actividad aminopeptidasica desarrollada por la

microbiota natural de carnes picadas adquiridas en el comercio.

Actividad aminopeptidasica | Actividad aminopeptidasica Recuento en placa de

Especie (absorbancia a 390 nm) (Ln absorbancia a 390 nm) microorg. psicrotrofos
vacuno 0.21 -1.58 6.8x10*
vacuno 0.29 -1.25 5.2x10°
vacuno 0.43 -0.84 1.4x10’
vacuno 0.64 -0.44 1.8x10°
vacuno 0.60 -0.51 1.4x10"
vacuno 1.24 0.21 6.6x10° *
vacuno 1.05 0.05 6.6x10% *
vacuno 1.01 0.01 6.6x10% *
vacuno 1.01 0.01 6.6x10% *
vacuno 0.99 -0.02 6.6x10° *
vacuno 0.23 -1.48 6.3x10°
vacuno 0.28 -1.27 2.1x10°
porcino 0.28 -1.28 8.0x10°
porcino 0.42 -0.86 1.0x10’
porcino 0.76 -0.28 3.0x10"
porcino 0.72 -0.33 1.6x10°
porcino 0.78 -0.25 6.3x10° *
porcino 0.23 -1.46 7.0x10*
porcino 1.38 0.32 4.2x10° *
porcino 0.17 -1.76 2.8x10*
porcino 0.25 -1.40 1.6x10°
porcino 0.30 -1.21 2.2x10°
porcino 0.33 -1.10 1.3x10°
porcino 0.35 -1.05 2.5x10°
mezcla 0.23 -1.46 1.4x10°
mezcla 0.37 -1.00 4.5x10°
mezcla 0.64 -0.45 4.7x10"
mezcla 0.84 -0.17 8.4x10° *
mezcla 0.27 -1.30 1.0x10°
mezcla 0.34 -1.07 3.1x10°
mezcla 0.44 -0.81 2.0x10°
mezcla 0.47 -0.75 1.7x10’

* La muestra de carne mostraba signos de alteracion
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Siguiendo el protocolo al que se hace referencia en el apartado 2.5.6, se
estudiaron 32 muestras de carne picada de vacuno, porcino y mezcla de ambas. Se

obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla 3.22

A partir de estos resultados se elaboré la recta de regresion que se muestra en la
figura 3.16 cuya ecuacidon aparece en la misma. Tanto el coeficiente de correlacion
(r=0,95), como la pendiente (2,31) resultaron significativos (P<0,001). Se procurd
procesar un nimero suficiente de muestras en las que, por su aspecto sensorial (visual y
olfativo), se esperasen cargas bacterianas relativamente bajas para obtener puntos en el
intervalo bajo de la recta y complementar de este modo los resultados obtenidos en
apartados anteriores de forma experimental. Aun asi, algunas presentaron signos
evidentes de alteracion (véase tabla 3.22). Por otra parte, este intervalo de la recta es el
mas interesante a la hora de discernir entre carnes de calidad y carnes en la fase inicial

de la alteracion.
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Figura 3.16: Relacion entre los recuentos microbianos (log ufc/g) y la actividad
aminopeptidasica (In abs 390 nm) desarrollada por las bacterias en muestras de carne

picada adquiridas en el comercio
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Abundando en lo expuesto en el apartado 3.5 respecto a la mejoria que se obtiene
al considerar el logaritmo natural de las absorbancias en vez de la absorbancia
directamente, se compararon los resultados con ambos ajustes y se comprobd que la
suma de los cuadrados de las diferencias residuales con el ajuste a partir de los
logaritmos naturales de las absorbancias fue de 5,99 frente a 10,00, al utilizar las
absorbancias. En este caso las diferencias fueron mas acentuadas que las que se
reflejaron en la tabla 3.21, ya que hay un mayor numero de puntos en el intervalo bajo,

zona en la que el ajuste logaritmico resulta mas adecuado.

Un hecho a destacar es la similitud entre las rectas obtenidas tanto con las
muestras con su microbiota natural como con las contaminadas experimentalmente. Las
diferencias en la pendiente son irrelevantes, 2,54 para la recta obtenida con
contaminaciones experimentales, frente a 2,31 de la recta generada a partir de las
muestras con su microbiota natural. Las ordenadas en el origen son practicamente
coincidentes, 8,78 y 8,79 para la experimental y la natural, respectivamente. Asi, para
tres absorbancias dadas, por ejemplo 0,4, 0,8 y 1,3, la recta obtenida con
contaminaciones experimentales supondria unos recuentos de 2,8x106, 1,6)(108 y
2,8x10°, mientras que los estimados por la recta obtenida con las muestras con su
microbiota natural serian de 4,7x106, 1,9);108 y 2,5x109 respectivamente, pudiéndose
apreciar que los recuentos son del mismo orden con ambas rectas en cada uno de los

casos.

En alguna de las muestras procesadas, en las que se obtuvieron actividades
aminopeptidasicas y recuentos dentro de lo esperado, se observo la presencia de colonias
que por su aspecto pudieran tratarse de levaduras, lo que se confirmé mediante tincion
de gram y examen microscopico. A este respecto, algunos autores como Achstetter y col.
(1984) han demostrado la capacidad hidrolitica de ciertas levaduras sobre las uniones 4-
anilidas. Otros autores han aislado y caracterizado el gen AAP1 que codifica en
levaduras la alanina/arginina aminopeptidasa, que presenta un 40 % de similitud con la
aminopeptidasa humana, la de la rata y la del raton (Caprioglio y col. 1993). Asi pues, la
presencia de levaduras en la microbiota contaminante de la carne también puede ponerse
de manifiesto probablemente mediante la prueba que se ha desarrollado. La aplicacion

de la prueba de la p-nitroanilina para la deteccion y cuantificacion de levaduras y su
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posible aplicacion en el control de determinados procesos industriales constituye un

posible trabajo que merezca la pena desarrollar en el futuro.

Al igual que ocurria en las experiencias realizadas con inoculaciones
experimentales, en este caso se observo también que a tasas de bacterias psicrotrofas
muy elevadas, del orden de 5x10” , 10® ufc/g, e incluso algo superiores, algunas muestras
no presentaron signos claros de alteracion. Este hecho supone que cargas bacterianas del
orden de 10® ufc/g en carne picada, puedan pasar casi inadvertidas a los sentidos, aunque
puedan constituir un riesgo higiénico-sanitario considerable. La prueba que venimos
desarrollando permite detectar sin problemas cargas bacterianas de ese orden y menores,

constituyendo una herramienta muy util a la hora de la toma de decisiones.
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3.7 INFLUENCIA DEL pH Y DE LA TEMPERATURA DE CRECIMIENTO
BACTERIANO EN LA ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASICA.

Como todas las enzimas, la actividad de las aminopeptidasas sobre el sustrato de
p-nitroanilida se ve afectada por el pH y la temperatura a la que se verifica la reaccion.
Pérez de Castro (1989), en el trabajo en el que desarrolld esta prueba, establecio las
condiciones Optimas de la misma, concluyendo que la mayor actividad aminopeptidésica
se obtenia a pH 8,0 y 37 °C. Estas condiciones son las que se han venido utilizando en
todas las experiencias realizadas hasta el momento. Esta aclaracion viene al caso antes
de exponer los siguientes resultados para evitar posibles confusiones, ya que en el
presente apartado no se pretende valorar la influencia de estos factores en la reaccion

enzima-sustrato, sino evaluar si las condiciones en las que se produce el crecimiento

bacteriano condicionan de alguna manera la produccion final de aminopeptidasas o la

actividad de las mismas.

La microbiota alterante de la carne conservada en refrigeracion y aerobiosis, tal
como se ha citado en otros apartados, es muy similar en todas las carnes de las especies
de abasto. Sin embargo, es bien sabido que el pH de la carne, el sustrato donde los
microorganismos se multiplican, varia de unas especies a otras, siendo mas acido en las
carnes de vacuno y porcino que en las de pollo o pavo. Ademas, dentro de la misma
especie, el pH se ve muy influido por las condiciones higiénicas del animal y, sobre
todo, por las condiciones por las que atraviesa antes de su sacrificio. Un estrés
prolongado hace que el pH de la carne sea menos acido. También deben considerarse las
condiciones de temperatura en que pueden encontrarse las canales o las piezas carnicas o
la carne picada y que permiten el desarrollo de los microorganismos en el alimento. El
término refrigeracion puede englobar temperaturas demasiado diferentes, desde 0°C
hasta el limite superior que puedan presentar ciertas “neveras”. Los microorganismos
que se desarrollan en condiciones tan variables pueden generar actividades
aminopeptidasicas distintas, lo que podria conducir a que la prueba de la p-nitroanilina
presentara unos errores que no serian deseables o, quizas, los datos obtenidos con la
prueba pudiesen presentar un sesgo mas o menos intenso que, quizas, pudiera permitirse,
si se conocieran el pH de la carne fresca o las condiciones térmicas de almacenamiento

de la carne.
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La carne de vacuno a las 24 h del sacrificio, una vez verificada la transformacion
del glucdgeno en acido lactico, en condiciones normales y con un tratamiento ante
mortem del animal adecuado, alcanza unos valores de pH en torno a 5,7 (Tarrant y
Sherington 1980) 6 5,8 (Barriada 1995, Beltran y col. 1997). Si bien otros autores como
Moreno y col. (1999) citan haber encontrado porcentajes del 42 al 48 % de las canales
de vacuno con pH superiores a 5,8. La carne de porcino, a las 24 h del sacrificio,
también tiene un pH aproximado de 5,8 (Lengerken y col. 2002) mientras que la de las
aves como el pollo o el pavo tienden a tener un pH ligeramente superior, sobre 5,85-

5,90.

Dependiendo de diferentes factores, entre los que se encuentra el estrés
perimortal como uno de los més determinantes, estos valores de pH pueden variar dando
lugar a diferentes tipos de carne a las que ya se hizo referencia en la introduccion. Asi,
en las carnes PSE, en las que se produce un répido descenso del pH, éste alcanza unos
valores de 5,4 a 5,6. Este tipo de carne es relativamente frecuente en porcino y cada vez
aparece con mds frecuencia en carne de aves (Lengerken y col. 2002). Por el contrario
las carnes DFD, condicion que se presenta tanto en vacuno como en porcino o aves,

tienen valores de pH superiores a 6,2.

Estas condiciones variables de pH, unidas a las temperaturas de refrigeracion,
también variables en la practica y que condicionan notablemente la tasa de crecimiento
bacteriano, hacen que los microorganismos deban adaptarse, pudiendo modificar en
determinados casos ciertos procesos metabolicos. Frank y col. (1972) demostraron la
capacidad de las pseudomonas de mantener constate su tamafo, composicion y ciertas
actividades enzimaticas a temperaturas entre 2 y 30 °C, siendo esta capacidad de

adaptacion uno de los factores que favorecen su versatilidad.

Dado que el presente trabajo pretende utilizar la prueba de la p-nitroanilina en
carne picada, independientemente del pH de la misma, y mantenida en condiciones
variables de refrigeracion, se considerd oportuno valorar las posibles influencias que
pudieran tener la variacion de estos factores en la produccion de aminopeptidasas por

parte de las bacterias habitualmente implicadas en la alteracion de la carne.
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3.7.1. EVALUACION DEL INDICE DE ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASICA
ESPECIFICA (AAE) A DIFERENTES VALORES DE pH.

Se procedi6 de acuerdo a lo especificado en el apartado 2.5.7 obteniéndose los

resultados que se exponen en las tablas 3.23 a 3.28.

Como se desprende de los datos de la tabla 3.23 y de los del andlisis de varianza
de la tabla 3.24, los resultados medios de los indices de actividad aminopeptiddsica
especifica (AAE) obtenidos con Ps. putida a diferentes pH no tienen mucha diferencia
entre si y no indican ninguna tendencia. Este dato se confirm6 estadisticamente, ya que
el valor F experimental (2,49), ain con una probabilidad baja (P=0,07) sigue siendo
superior a 0,05 y por lo tanto aceptamos la hipdtesis nula de que no existen diferencias

entre los indices de AAE a los diferentes valores de pH a los que se ha trabajado.

Tabla 3.23

Indices de actividad aminopeptidasica especifica de Ps. putida a diferentes pHs.

pH 5 pH 5,5 pH 6 pH 6,5
1,74 1,61 2,00 1,74
1,71 1,64 1,98 1,70
1,72 1,66 2,07 1,69
1,72 1,66 1,98 1,78
1,49 1,27 2,23 1,82
1,66 1,31 2,18 1,70
1,60 1,32 2,46 1,85
1,81 1,38 2,15 1,58
1,28 1,15 1,79 1,41
1,94 1,18 1,82 1,61
1,78 1,24 1,98 1,10
1,87 1,38 1,64 2,18
1,07 1,33 0,41 1,63
1,11 1,37 0,85 1,88
1,24 1,38 0,70 2,01
1,60 1,51 0,95 1,75
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Tabla 3.24
Analisis de varianza de los indices de actividad aminopeptidasica especifica a

diferentes pH de Ps. putida (datos de la Tabla 3.23)

pH Ndamero Suma Promedio Varianza
5 16 25,35 1,58 0,0724
55 16 22,39 1,40 0,0284
6 16 27,17 1,70 0,3814
6,5 16 27,43 1,71 0,0585
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Valor critico de F
variaciones cuadrados libertad cuadrados experimental (a=0,05)
Entre grupos 1,01 3 0,34 2,49
Dentro de los grupos 8,11 60 0,13 probabilidad 2,76
Total 9,13 63 0,07
Tabla 3.25

indices de actividad aminopeptidasica especifica de Ps. fluorescens a diferentes pHs.

pH 5 pH 5,5 pH 6 pH 6,5
2,27 1,64 1,57 2,16
2,37 1,67 1,59 2,02
2,23 0,89 1,64 2,03
2,31 0,89 1,59 1,93
1,44 2,61 2,11 1,78
1,55 2,46 2,15 1,97
1,47 2,58 2,22 1,74
1,77 2,43 2,13 1,77
0,94 2,22 2,04 2,26
1,23 2,20 1,89 2,34
1,31 2,36 2,02 1,75
1,32 2,27 2,03 1,76
1,10 1,08 1,81 0,94
0,94 1,11 2,78 1,47
1,29 0,71 1,70 0,91
1,43 0,93 0,75 1,63
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Tabla 3.26

Analisis de varianza de los indices de actividad aminopeptidasica especifica a

diferentes pH de Ps fluorescens (datos de la Tabla 3.25)

pH Ndamero Suma Promedio Varianza
5 16 24,98 1,56 0,2367
55 16 28,05 1,75 0,5064
6 16 30,01 1,88 0,1875
6,5 16 28,48 1,78 0,1638
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Valor critico de F
variaciones cuadrados libertad cuadrados experimental (a=0,05)
Entre grupos 0.84 3 0.28 1.02
Dentro de los grupos 16.41 60 0.27 probabilidad 2.76
Total 17.25 63 0.39
Tabla 3.27

indices de actividad aminopeptidasica especifica de F. odoratum a diferentes pHs.

pH 5 pH 5,5 pH 6 pH 6,5
1,015 1,319 1,161 1,292
0,910 1,202 1,174 1,144
1,017 1,420 1,187 1,207
1,005 1,115 1,081 1,175
1,943 1,379 1,798 1,908
1,473 1,405 1,830 1,724
1,588 1,356 1,846 1,657
1,708 1,446 1,632 1,712
1,775 1,254 1,187 1,346
1,242 1,297 1,240 0,956
2,008 1,469 1,313 1,584
1,450 1,189 1,140 1,451
1,354 1,711 0,541 0,960
1,308 1,867 0,894 1,031
2,015 1,311 1,178 1,210
1,338 1,133 0,639 1,388

150



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 3.28
Analisis de varianza de los indices de actividad aminopeptidasica especifica a

diferentes pH de F. odoratum (datos de la Tabla 3.27)

pH Ndamero Suma Promedio Varianza
5 16 23,15 1,45 0,1345
5,5 16 21,87 1,37 0,0393
6 16 19,84 1,24 0,1473
6.5 16 21,74 1,36 0,0844
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Valor critico de F
variaciones cuadrados libertad cuadrados experimental (a=0,05)
Entre grupos 0,35 3 0,12 1,14
Dentro de los grupos 6,08 60 0,10 probabilidad 2.76
Total 6,43 63 0,34

Como se puede comprobar en las tablas 3.25 a 3.28, se obtuvieron resultados
similares, incluso todavia mas acentuados, tanto en el caso de Ps. fluorescens F = 1,02
(P =0,39), como en F. odoratum F = 1,14 (P = 0,34). Se demostrd, por tanto, que las
condiciones de pH que se han utilizado para el crecimiento bacteriano, que cubren tanto
los valores de pH normales de las carnes, como los de las de pH anormales, no han
provocado indices de AAE significativamente diferentes en ninguna de las tres especies

estudiadas.

3.7.2. EVALUACION DEL INDICE DE AAE A DIFERENTES
TEMPERATURAS.

La temperatura, junto con el pH y la actividad de agua es uno de los factores que
condicionan el crecimiento bacteriano. De acuerdo a lo establecido en el Real Decreto
147/1993 de 29 de enero, por el que se establece las condiciones higiénicas de
produccion y comercializacion de carnes frescas y por el Real Decreto 2483/1986 de 14
de noviembre, por el que se aprueba la Reglamentacion Técnico-Sanitaria sobre
condiciones generales de transporte terrestre de alimentos y productos alimenticios a
temperatura regulada, el limite entre las temperaturas de refrigeracion y no refrigeracion,
de forma general, se puede establecer en los 12 °C, aunque las carnes frescas

refrigeradas, segun la primera norma, no deben sobrepasar los 7 °C y las carnes picadas
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preparadas por industrias y destinadas a ser comercializadas en territorio nacional no

deben sobrepasar los 4 °C segun el Real Decreto 1916/1997.

De acuerdo al mismo protocolo del apartado 2.5.7 se procedié a obtener los
indices de AAE a 12 °C con cada una de las especies para compararlos con los obtenidos
a 7 °C. En este caso, al haber comprobado previamente que el pH de crecimiento no
afectaba significativamente a los indices de AAE, se obtuvieron datos solamente en el
intervalo de pH habitual de la carne, 5,5 y 6, obviando los pH mas extremos de 5 y 6,5.
Los indices de AAE y los resultados de las pruebas t de Student comparando los

resultados a 7 y 12 °C en cada una de las especies se muestran en las tablas 3.29 a 3.32.

Tabla 3.29
Indices de AAE a 12 °C de Ps. putida, Ps. fluorescens'y F. odoratum
Ps putida Ps. fluorescens F. odoratum
pH 5,5 1,74 1,55 1,22
" 1,91 1,45 1,10
" 1,98 1,38 1,12
" 1,63 1,80 1,40
" 1,27 1,45 1,43
" 1,52 1,44 1,31
" 1,64 1,62 1,86
" 1,29 1,77 1,63
" 1,61 1,81 1,75
" 1,55 2,26 1,55
" 1,48 1,97 1,79
" 1,65 1,59 1,00
" 1,24 1,32 1,45
" 1,45 2,48 0,95
" 1,49 2,05 0,98
" 1,58 1,48 1,26
pH 6 2,05 1,73 1,23
" 2,11 1,54 1,07
" 2,23 2,17 1,67
" 1,91 2,10 1,39
" 2,26 1,84 2,04
" 2,07 1,97 1,72
" 1,29 1,52 2,15
" 1,78 1,78 1,88
" 1,95 1,44 1,04
" 1,80 1,81 1,17
" 1,86 1,48 1,30
" 2,18 2,27 1,72
" 1,33 0,99 1,18
" 1,01 1,15 1,16
" 1,32 2,10 1,17
" 1,11 1,80 0,97
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A 12° C en los casos de Ps. putida y F. odoratum, se obtuvieron valores medios
ligeramente superiores que a 7° C, mientras que Ps. fluorescens presentd valores medios
ligeramente inferiores. A pesar de estas pequefias diferencias, estadisticamente no se
pudo demostrar en ninguna de las tres especies estudiadas. la existencia de diferencias

significativas, (P>0,05) entre los indices de AAE a las dos temperaturas de crecimiento

utilizadas,

Tabla 3.30

Comparacion mediante la prueba t de Student de las AAE
a 7y 12 °C desarrolladas por Ps. putida
Indice de AAE a 7 °C Indice de AAE a 12 °C

Media 1,55 1,66
Varianza 0,2214 0,1156
Observaciones 32 32
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 62
Estadistico t experimental 1,12
P (dos colas) 0,26
Valor critico de t a=0,05 (dos colas) 2,00

Tabla 3.31

Comparacion mediante la prueba t de Student de las AAE

a7y 12 °C desarrolladas por Ps. fluorescens

Indice de AAE a 7 °C

Indice de AAE a 12 °C

Media 1,81 1,72
Varianza 0,3396 0,1164
Observaciones 32 32
Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 62

Estadistico t experimental 0,78

P (dos colas) 0,44

Valor critico de t a=0,05 (dos colas) 2,01
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Tabla 3.32
Comparacion mediante la prueba t de Student de las AAE

a7y 12 °C desarrolladas por F. Odoratum

Indice de AAE a 7 °C Indice de AAE a 12 °C
Media 1,30 1,39
Varianza 0,0945 0,1123
Observaciones 32 32
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 62
Estadistico t experimental 1,13
P (dos colas) 0,26
Valor critico de t a=0,05 (dos colas) 1,99

También se realizaron incubaciones a 2° C. No obstante, a esta temperatura los
cultivos no alcanzaron masas celulares suficientes para generar absorbancias de 0,6 UA
a 600 nm. Aun asi se realizaron algunas determinaciones cuyos resultados se exponen en
la tabla 3.33, pero al no haber sido obtenidos siguiendo estrictamente el mismo
protocolo que los de 7 y 12 °C no se han incluido en el andlisis de varianza, si bien los
pocos datos obtenidos a 2 °C no presentan diferencias destacables respecto a los indices
de AAE obtenidos a 7 y 12 °C y no hacen pensar en la existencia de diferencias

significativas.

Tabla 3.33
indices de AAE a 2 °C de Ps. putida, Ps. fluorescens y F. odoratum
pH Ps. putida Ps. fluorescens F. odoratum
5,5 1.65 1.76 1.35
5,5 1.39 1.54 1.22
5,5 1.59

3.7.3. EVALUACION DEL INDICE DE AAE POR ESPECIES.
Respecto a las diferencias de AAE entre las tres especies de bacterias que se

utilizaron, Ps. fluorescens presentd valores medios ligeramente superiores a los de Ps.

putida y ésta a su vez algo superiores que los de F. odoratum. Los resultados del analisis
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de varianza que se muestran en la tabla 3.34 demostraron que los indices de AAE, en al

menos una de las tres especies, presentaron diferencias significativas (P<0,001).

Tabla 3.34
Analisis de varianza de los indices de AAE de F. odoratum, Ps. putida y Ps. fluorescens
Especie Ndamero Suma Promedio Varianza
F. odoratum 96 131,23 1,37 0,1047
Ps. putida 96 155,60 1,62 0,1347
Ps. fluorescens 96 166,58 1,74 0,2197
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Valor critico de F
variaciones cuadrados libertad cuadrados experimental (a=0,05)
Entre grupos 6,82 2 3,41 22,27
Dentro de los grupos 43,62 285 0,15 probabilidad 3,03
Total 50,44 287 < 0,001

Realizando las comparaciones entre especies, dos a dos mediante una prueba t,
cuyos resultados se exponen en las tablas 3.35, 3.36 y 3.37, se comprobo que F.
odoratum presentaba diferencias significativas en sus indices de AAE tanto con respecto

a Ps. putida como a Ps. fluorescens (P< 0,001).

Tabla 3.35
Comparacion mediante la prueba t de Student de los

indices de AAE de F. odoratum y Ps. putida

F. odoratum P. putida
Media 1,37 1,62
Varianza 0,1047 0,1345
Observaciones 96 96
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 187
Estadistico t experimental 5,08
P (dos colas) < 0,001
Valor critico de t a= 0,01 (dos colas) 2,60

Sin embargo, al comparar los indices de AAE entre Ps. putida y Ps. fluorescens,

aunque se obtiene una probabilidad de 0,06, solo ligeramente superior al limite de 0,05

155



RESULTADOS Y DISCUSION

no se puede rechazar la hipdtesis nula, aceptando, por lo tanto, la no existencia de

diferencias significativas entre sus indices de AAE.

Tabla 3.36
Comparacion mediante la prueba t de Student de los

indices de AAE de F. odoratum y Ps. fluorescens

F. odoratum P. fluorescens

Media 1,37 1,74
Varianza 0,1047 0,2197
Observaciones 96 96
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 169
Estadistico t experimental 6,33
P (dos colas) < 0,001
Valor critico de t a= 0,01 (dos colas) 2,60

Tabla 3.37

Comparacion mediante la prueba t de Student de los

indices de AAE de Ps. putida y Ps. fluorescens

P. putida P. fluorescens
Media 1,62 1,74
Varianza 0,1345 0,2197
Observaciones 96 96
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 180
Estadistico t experimental 1,88
P (dos colas) 0,06
Valor critico de t a= 0,05 (dos colas) 1,97

Los resultados obtenidos en este apartado apuntan la idea de que algunos factores
tales como el pH y la temperatura a la que crecen las bacterias no juegan un papel
importante en la posterior actividad aminopeptidasica desarrollada por las mismas,
siendo ésta una caracteristica mas condicionada por la especie que por el medio en el

que se desarrolla la bacteria.
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3.8 CARACTERISTICAS DE LA PRUEBA DE LA P-NITROANILINA PARA
LA ESTIMACION DE LA CARGA BACTERIANA EN CARNE PICADA
CONSERVADA EN AEROBIOSIS Y REFRIGERACION.

Con todos los datos disponibles obtenidos en las mismas condiciones, tanto
mediante contaminacién experimental, como los realizados a partir de muestras
comerciales y con el ajuste que se ha demostrado mas adecuado, se elabor6 una recta
definitiva que se propone para su utilizaciéon como herramienta de prediccion de la carga
bacteriana en carne picada. La recta propuesta responde a la ecuacion y a la grafica que

se expone en la figura 3.17.
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Figura 3.17: Recta de regresion definitiva para estimar la carga bacteriana de carnes

picadas a partir de la actividad aminopeptidésica bacteriana.

Como se apunt6 en la introduccion, la prueba de la p-nitroanilina, aunque
presenta unas caracteristicas comparables y en ocasiones mejores que las de otros
métodos rapidos de deteccion y cuantificacion de carga bacteriana en alimentos, no es

una prueba que haya alcanzado gran difusion, o al menos no existen muchas referencias

157



RESULTADOS Y DISCUSION

bibliograficas de su utilizacién préctica. Pero, habida cuenta de los resultados aqui
obtenidos y de su rapidez y bajo costo, no se puede mas que recomendar su utilizacion y
aceptar un compromiso para tratar de que este método tenga la difusion que se merece y
tanto la industria como la administraciéon, como cualquier otro ente a quien le pueda

interesar, al menos la conozca y pueda decidir con criterio acerca de su aplicacion.

3.8.1. CORRELACION Y LINEALIDAD.

La recta fue elaborada con un total de 110 muestras, de las cuales 78 se
correspondieron con muestras contaminadas experimentalmente con diferentes bacterias

gram negativas y 32 con muestras con su microbiota natural.

Se observo una relacion lineal en el intervalo comprendido entre cargas de 10* y
5x10' ufc/g, sin que la prueba se viese afectada por la especie de la muestra de carne

utilizada.

Tanto el coeficiente de correlacion (r=0,91), como la pendiente, (tag a =2,42)
resultaron significativos (P<0,001) consiguiéndose unos resultados, por tanto,
comparables con los de otros autores que citan haber obtenido coeficientes de
correlacion de r=0,96 trabajando a partir de superficies de piezas integras de carne
(Pérez de Castro y col. 1988), de r=0,93 en leche (Pérez de Castro 1989) o de r=0,88 en
la superficie de carne y pescado (Alvarado y col. 1992, Ordonez y Garcia de Fernando
1996). Hay que resaltar que los trabajos en los que se obtuvieron coeficientes de
correlacion de 1=0,88, al igual que en nuestro caso estan realizados con un numero de
muestras de 5 a 6 veces superior a las procesadas por Pérez de Castro en los trabajos
iniciales de desarrollo de la prueba, asi pues, aunque sean coeficientes mas bajos pueden

ser mas representativos de la correlacion real de la prueba.

3.8.2. SENSIBILIDAD

Se ha comprobado que las muestras con cargas bacterianas de 5x10% ufc/g
generan suficiente actividad aminopeptidasica para poder detectarse y estimar a partir

de ellas, recuentos fiables. Por debajo de estas cargas, alrededor de 10%-10° ufc/g, en
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alguno de los apartados de optimizacion del método se aprecid que también se generaba
cierta actividad aminopeptidésica; no obstante, se considerd que la cuantificacion a estos

niveles no resulta fiable.

Los resultados recogidos en esta memoria coinciden basicamente con los niveles
de sensibilidad para la prueba obtenidos por Pérez de Castro y col. (1988) y Pérez de
Castro (1989) que la establecen en cargas bacterianas entre 10* y 5x10° ufc/cm’.
Alvarado y col. (1992) y Ordéiiez y Garcia de Fernando (1996) citan en sus trabajos que
muestras con cargas bacterianas de 5x10° a 5x10* ufc/cm® presentaron suficiente
actividad aminopeptidasica como para liberar cantidades de p-nitroanilina pequenas,

pero cuantificables.

Las pequefias diferencias de sensibilidad entre los distintos autores pueden tener
su origen en los diferentes procedimientos y tratamientos utilizados para la recogida de
los microorganismos de la muestra. Asi Pérez de Castro (1989) trabajando con leche,
utilizdé 150 ml de muestra que someti6 a dos centrifugaciones, a 13.000 y 4.000 g,
seguidas cada una de ellas de una resuspension del sedimento, mientras que en el caso de
la carne en superficie se hace un lavado de una superficie de 16 cm? en un caso (Pérez de
Castro y col. 1988), 32,8 cm” en otro (Pérez de Castro 1989) o arrastre mediante hisopo
de 16 cm® en un tercero (Alvarado y col. 1992, Ordéiiez y Garcia de Fernando 1996).
Cabe la posibilidad que difiera algo la eficacia de cada uno de estos métodos, si bien,

todos ellos son utilizados en multitud de métodos rutinarios.
3.8.3. EXACTITUD Y PRECISION.

Antes de exponer los resultados parece oportuno aclarar algunos aspectos de los
conceptos de exactitud y precision. El término “exactitud” informa acerca de la
desviacion del resultado generado por la prueba respecto al valor tedrico real, mientras
que el de precision establece la dispersion de los datos, independientemente de lo
“acertados” que estén respecto al valor real. La precision se puede estimar en
condiciones de repetibilidad (mismo operario, mismo dia, mismo equipo) o en
condiciones de reproducibilidad (distintos operarios, distintos dias, distintos equipos).

Estas aclaraciones vienen al caso porque en alguno de los trabajos citados, a juicio del
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autor, estos conceptos no se tratan de forma adecuada, pudiendo llevar a confusion a la

hora de comparar los resultados obtenidos.

Para comprobar la exactitud de la prueba, considerando los recuentos en placa
como valores teoricos reales, se enfrentaron los logaritmos de los recuentos estimados
con los de los recuentos experimentales realizados en placa y se obtuvo la recta de

regresion que se muestra en la figura 3.18.
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Figura 3.18: Relacion entre los recuentos estimados por la prueba y los recuentos en placa

La recta generada tiene un coeficiente de correlacion significativo de r=0,91
(P<0,001) y responde a la ecuacion y = 1,0015 (x) — 0,0173 coincidiendo basicamente
con la bisectriz del primer cuadrante. La pendiente, practicamente igual a 1, indicé una
estrecha relacion entre los recuentos reales y los estimados y, por tanto, se demostrd que
la prueba de la p-nitroanilina es un método exacto sin sesgo o error sistematico. El error
tipico que se comete al dar un resultado a partir de los recuentos estimados, se
corresponde con el error tipico del corte con el eje de ordenadas, que es igual a 0,35. En

la figura se ha marcado el intervalo de confianza comprendido entre + dos veces el error
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tipico (= 0,70) que incluiria el 95 % de los casos que se estimen con la recta. Este valor
es ligeramente superior a los obtenidos por Pérez de Castro y col. (1988) (= 0,50) y por
Alvarado y col. (1992) y Ordofiez y Garcia de Fernando (1996) (£ 0,60) para carnes en
superficies y similar al obtenido por Pérez de Castro (1989) en leche. La dificultad
inherente a la recuperacion de las bacterias de la carne, al igual que ocurre en el caso de

la leche redunda en una ligera, aunque asumible, disminucion de la exactitud.

Para calcular la precision en condiciones de repetibilidad, se realizo la prueba
con la misma muestra de carne 5 veces el mismo dia por el mismo operario. Para un
tinico valor real (recuento en placa) de 7x10% se obtuvieron las absorbancias y los
recuentos estimados que se exponen en la tabla 3.38. La absorbancia media fue de 1,06
con una desviacion tipica de 0,1. Interpolando en la recta, supone un logaritmo de las
ufc/g de 8,93 + 0,25, resultando un valor intermedio a los obtenidos (en valor absoluto)
por Pérez de Castro (1989), quien estimo la precision en & 0,37 en el caso de la carne en
superficie y en = 0,22 para la leche. De todas maneras, téngase en cuenta que ambas
precisiones se calcularon, en un intervalo de valores diferentes. La precision calculada
en esta memoria supone un % de coeficiente de variacion (CV) de 2,8 % respecto al
logaritmo de las ufc/g. En el caso de Pérez de Castro (1989) supone un CV del 6,57 %
en la carne, calculado en torno a 5,63 ufc/cm? y un CV del 3,36 % en la leche, calculado

en este caso con cargas bacterianas de 5,63 ufc/ml..

Conviene hacer la puntualizacion de que al expresar la precision como porcentaje
de coeficiente de variacion (desviacion tipica relativa), se tiene en cuenta el valor de la
media, relativizando el valor, por lo que influye el punto del intervalo donde ésta se ha
calculado. Asi pues, se consideré mas adecuado expresar la precision del método como
un porcentaje (2,8 %) y aplicarlo a cada punto que se estime oportuno y no como un
valor absoluto, tal y como expresan la repetibilidad otros autores (Pérez de Castro 1989,
Alvarado y col. 1992, Ordoiez y Garcia de Fernando 1996) con los que se viene

comparando los resultados.
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Tabla 3.38

Calculo de la precision de la prueba

Actividad aminopeptidasica (abs a 390 nm) (Log abs a 390 nm) Log ufc/g
1,23 0,21 9,29
1,05 0,05 8,90
1,01 0,01 8.80
1,01 0,01 8,80
0,98 -0,02 8,73
Media 1,06 0,05 8,93
Desviacion tipica 0,1 0,09 0,25
Coeficiente de variacién 2,80 %

Asi por ejemplo, aplicando el % de coeficiente de variacion a una muestra en la
que se hubiera estimado un logaritmo de las ufc/g de 6,70 (5x10° ufc/g), el valor real se
encontraria en el intervalo de 6,70 + el 2,8 % de ese valor (+ 0,19), es decir, entre 6,89 y
6,51 (7,7x10° y 3.2x10°), lo que supone un intervalo de confianza de la media

satisfactorio para un recuento bacteriano.

3.8.4. INCERTIDUMBRE DE LA LECTURA ESPECTROFOTOMETRICA.

En el apartado 2.4.4 del capitulo de material y métodos, se hacia referencia a la
incertidumbre de la lectura de la absorbancia. La tabla 3.39 muestra los resultados
medios de las lecturas semestrales de los filtros patron de 440 y 635 nm asi como las
incertidumbres obtenidas. A primera vista pueden parecer unos valores altos, no
obstante, la contribucion a la incertidumbre por la imprecision e inexactitud del equipo
suponen porcentajes muy pequefios que pueden despreciarse y no considerarse a la hora
de calcular la precision de la prueba. No obstante, las buenas practicas de laboratorio y
el hecho de que el laboratorio donde se ha desarrollado esta investigacion se encuentre
actualmente acreditado por la Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC) de acuerdo a la
norma ISO 17025 para determinadas técnicas fisico-quimicas y microbioldgicas, ha
llevado al autor de esta memoria a ser consciente de la importancia de, al menos,

conocer y vigilar estos parametros.
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Tabla 3.39

Lecturas medias de los filtros patron e incertidumbres obtenidas.

Tipo de filtro y n° de serie FILTRO F3 (E 190) FILTRO F4 (E 092)

Longitud de onda de lectura 440 nm 635 nm 440 nm 635 m

0,502 0,486 0,975 0,919

0,502 0,486 0,974 0,919

0,501 0,486 0,974 0,920

0,502 0,487 0,975 0,919

Lecturas experimentales de 0 501 0 486 0 975 0 920

absorbancia obtenidas 0,502 0,487 0,974 0,919

0,502 0,486 0,974 0,919

0,501 0,486 0,975 0,919

0,502 0,487 0,974 0,919

0,501 0,486 0,974 0,920

Absorbancia tedrica del filtro 0,502 0,486 0,974 0,920

Incertidumbre 0,079 0,079 0,096 0,096

Contribucion a la incertidumbre por la

imprecision y la inexactitud del equipo 1,8x1 0-6 1,4x1 0-6 1,8x1 0-6 2,9x1 0-6

3.8.5. COMPARACION DE LA PRUEBA DE LA P-NITROANILINA CON
OTROS METODOS RAPIDOS DE ESTIMACION DE CARGA
BACTERIANA EN ALIMENTOS.

Aunque en la introduccion se hizo una exposicion de las caracteristicas de los
métodos rapidos microbiologicos de forma pormenorizada, a continuacion se comparan
aquellas caracteristicas mas destacables de los métodos que pueden competir con la

prueba que se ha desarrollado.

Como método rapido que es, uno de los factores principales a comparar y que

mas se valorara, es el tiempo necesario para realizarlo. La prueba de la p-nitroanilina

permite obtener resultados en aproximadamente 2 horas y media, tiempo inferior al
requerido por otros métodos como la impedimetria que, dependiendo de la carga inicial,
puede tardar entre 3 y 7 horas (Gonzalez y col. 1994), la PCR que precisa unas 3-4 horas
(Venkitanarayanan y col. 1996), la radiometria que necesita unas 4 6 5 horas (Reasoner
y Geldreich 1989), o la turbidimetria y la microcalorimetria en los que se requieren entre

16 y 24 horas para obtener resultados (Schulz y col. 1988, Jacob y col. 1989). Otros
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métodos, por el contrario, resultan mas rapidos. Asi, el método del lisado del Limulus
concluye en alrededor de 1 hora (Jay 1986), la DEFT en unos 20-35 minutos (Pettipher y
col. 1983, Jarvis y Easter 1987) y la bioluminiscencia o medida del ATP que en tan solo

de 10 a 20 minutos (Gonzalez y col. 1994) se obtiene el resultado.

Respecto a la sensibilidad de la prueba de la p-nitroanilina para carnes picadas, se
ha comprobado que puede detectar y cuantificar cargas bacterianas del orden de 10%-10°
ufc/g, sensibilidad similar a la de la bioluminiscencia (Littel y col. 1986), al método del
Limulus (Jay 1981), a la microcalorimetria (Gram y Sogaard 1985) o la prueba de la
catalasa (Fung 1997). La DEFT resulta ligeramente mas sensible, alrededor de 10°
ufc/ml (Pettipher y Rodriguez 1982), al igual que la citometria de flujo, capaz de
detectar entre 10° y 10* ufc/g (Malacrino y col. 2001). La sensibilidad practica de la
impedimetria, aunque tedricamente puede detectar la presencia de una sola bacteria, se
encuentra entorno a 10°-10* ufc/ml (Gonzalez y col. 1994). Otros métodos como la PCR
resultan sumamente mas sensibles pudiendo detectar incluso una sola copia del material
genético objetivo. Aunque, por el momento, esta técnica presenta un problema, ya que
no puede saberse si el material genético detectado procede de células vivas viables, de

c€lulas vivas no viables o incluso de microorganismos muertos.

La correlacion con el método de referencia de recuento en placa obtenida en el

presente trabajo para carnes picadas con la prueba de la p-nitroanilina ha sido de r=0,91,
mientras que otros autores como Pérez de Castro (1989) han llegado a obtener
correlaciones de hasta r=0,96 en superficies de carne. Estos valores son comparables con
los obtenidos mediante otros métodos; para la impedimetria se citan correlaciones de
=0,85 (Hartman y col. 1992) 6 de r=0,95 (Firstenber-Eden y Tricarico 1983); con la
técnica de la DEFT, Graham y Pettipher (1989) citan correlaciones de =0,91 en carne y
pescado y Vivegnis y col. (1996) de r=0,80 a 0,95 para la deteccion de Staphilococcus
aureus en carne picada y de r=0,99 para el recuento de bacterias totales en carne picada
de cerdo. Utilizando la citometria de flujo se han obtenido correlaciones de r=0,94
(Malacrino y col. 2001). La PCR presenta coeficientes de correlacion de 1=0,91
(Venkitanarayanan y col. 1996) a 0,95 (Gutierrez y col. 1998) y para la bioluminiscencia
se citan coeficientes de r=0,94 (Oblinger 1985) y 0,97 (Littel y col. 1986). El método del

Limulus presenta correlaciones mas bajas que la prueba de la p-nitroanilina, asi Byrne y
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Bishop (1990) obtuvieron valores de r=0,78 y Stolle y col. (1994) de r=0,62 para

bacterias totales y de r=0,77 para las gram negativas.

Las figuras 3.19 y 3.20 muestran de forma grafica alguno de los aspectos que se

vienen considerando.

La prueba de la p-nitroanilina carece de la especificidad de otros métodos como
la impedimetria, la radiometria, la citometria de flujo, la DEFT combinada con
anticuerpos monoclonales, los métodos inmunologicos y por supuesto la de la PCR. No
obstante, la finalidad de la misma es la prediccion de la alteracion de la carne picada
refrigerada en aerobiosis. Esta alteracion se debe, preferentemente, a la accion de las
bacterias gram negativas y, recuérdese, que la prueba si puede poner de manifiesto de
forma especifica a esta microbiota. Otros métodos como la bioluminiscencia, con una
especificidad incluso inferior, se utilizan profusamente en el control microbioldgico

rutinario en la industria.

Uno de los aspectos mas destacables de esta prueba es el bajo coste de la misma.
Frente a otros métodos como la impedimetria, la bioluminiscencia, la PRC, la citometria
de flujo o la DEFT que exigen una inversion elevada en equipos especificos, o pruebas
como la del Limulus, que requieren reactivos costosos, la prueba de la p-nitroanilina
puede realizarse con los equipos habituales en cualquier laboratorio y con un coste por
prueba, en lo referente a reactivos, muy bajo. Para la realizacion de la prueba se ha
utilizado en el presente trabajo una ultracentrifuga (centrifugando a 12000 g) y un
espectrofotometro de ultravioleta-visible que, aun disponibles en muchos laboratorios,
pueden llevar a pensar al lector que la prueba exige cierta inversion. Sin embargo, en el
apartado 3.3 se comprobd que la centrifugacion a 4000 g, aunque obtiene recuperaciones
ligeramente menores que con fuerzas centrifugas mayores, prolongando los tiempos de
centrifugacion puede ser suficiente para su aplicacion como prueba de campo, al menos
con caracter semicuantitativo. Ademas, el espectrofotometro puede ser sustituido por un
colorimetro o incluso con el danimo de la maxima simplificacion, utilizar la prueba de
forma cualitativa mediante apreciacion visual del color amarillo generado. En este caso

la prueba permitiria distinguir entre carnes de buena calidad microbioldgica, que no
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generan color amarillo o este es incipiente (aproximadamente 5x10* ufc/g), y carnes
alteradas, que generan un marcado color amarillo final (>10® ufc/g). Las tonalidades
ligeramente amarillas pudieran ser dudosas pero el resultado de la prueba, incluso en
estos casos, complementa la informacion obtenida mediante la inspeccion de los
caracteres organolépticos u otras pruebas rapidas como la determinacion del pH y ayuda
a la toma de decisiones rapidas y adecuadas respecto a la utilizaciéon de un producto tan

perecedero como la carne picada.

A la vista de los resultados presentes y la discusion realizada se comprobd que
las caracteristicas de la prueba de la p-nitroanilina se encuentran a la altura de los
principales métodos rapidos disponibles actualmente, siendo merecedora de tenerse en
cuenta para el control microbioldgico de alimentos como la carne en superficie, la leche,

el pescado y ahora, como se ha demostrado, la carne picada.
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1.

Para cuantificar la carga microbiana de la carne picada mediante la técnica de la
p-nitroanilina es imprescindible eliminar la actividad aminopeptidéasica nativa de
la carne ya que ésta interfiere con la determinacion analitica. Esto se consigue
mediante la filtracion de la muestra de carne suspendida en un tampén y
homogeneizada en el “stomacher” y su posterior centrifugacion y eliminacion del

sobrenadante, sin necesidad de un posterior lavado del sedimento.

. La recuperacion de microorganismos en las condiciones sefialadas en la

conclusion anterior es apropiada para el desarrollo de la prueba de la p-

nitroanilina o cualquier otra técnica microbiologica.

. La actividad aminopeptidasica de las cuatro pseudomonas estudiadas (Ps. putida,

Ps, fragi, Ps. fluorescens y Pseudomonas sp) es similar, no habiéndose detectado
diferencias significativas entre ellas. Existen no obstante, ciertas diferencias entre
la actividad aminopeptidasica de estas pseudomonas y la de otras bacterias gram
negativas como Moraxella bovis o Flavobacterium odoratum. De todas maneras,
estas diferencias son tan pequeias que se recomienda obviarlas y considerar la
actividad aminopeptidésica de las bacterias gram negativas como un todo, al
menos para la aplicacion de la prueba de la p-nitroanilina. Por tanto, se
recomienda la utilizaciéon de todos los datos obtenidos con diferentes especies
para la confeccion de una recta de regresion que pueda utilizarse para la
estimacion de la carga microbiana de la carne picada mediante la prueba de la p-

nitroanilina.

. Las condiciones de pH y de temperatura en que se desarrollan las bacterias gram

negativas no afectan a su capacidad aminopeptidasica, por lo que puede
afirmarse que los resultados de la prueba de la p-nitroanilina seran fiables
independientemente de las condiciones, al menos de pH y temperatura, en que se

hayan desarrollado las bacterias gram negativas en la carne.
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5. Laprueba de la p-nitroanilina puede utilizarse para la estimacion de los recuentos
bacterianos de carnes picadas conservadas en aerobiosis y refrigeracion

aplicando la siguiente ecuacion:

y=28,78+2,42x
Donde:
y = Logaritmo decimal de las ufc/g

x = Logaritmo natural de la absorbancia a 390 nm.

6. La prueba de la p-nitroanilina (a) es muy fiable porque presenta una elevada
correlacion con el método tradicional de recuento en placa (r = 0,91; n = 110);
(b) es sensible, porque puede detectar niveles de 5x10* ufc/g; (c) es de gran
exactitud porque el 95% de los resultados estimados estan dentro del intervalo de
+ 0,70 veces el logaritmo decimal de las ufc/g de los recuentos reales; (d) es
precisa porque este parametro, estimado en condiciones de repetibilidad y
expresado como coeficiente de variacion, supone el 2,8 % y (e) es rapida porque

puede aplicarse en un tiempo de 2 horas y 30 minutos.
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La prueba de la p-nitroanilina fue desarrollada por Pérez de Castro en 1988 para
estimar la carga bacteriana de leche, piezas céarnicas y pescado. Se basa en la actividad
aminopeptidasica de las bacterias gram negativas, principales responsables de la
alteracion de los productos conservados en refrigeracion y capaces de transformar la I-
alanina-p-nitroanilida (incolora) en p-nitroanilina (de color amarillo), detectable por
espectrofotometria UV a 390 nm. Estos autores manifestaron la dificultad de utilizar esta
técnica en carnes picadas debido a los problemas de recuperacion de las bacterias vy,
sobre todo, por la liberacion de las aminopeptidasas enddgenas de la carne que

interfieren con la reaccion.

Basandose en estos antecedentes, se planted como objetivo principal poner a
punto la técnica de la p-nitroanilina para carnes picadas desarrollando un procedimiento
que recuperase un numero suficiente de bacterias y que eliminase la actividad
aminopeptidasica propia de este producto. Adicionalmente, se plante6 demostrar que la
prueba de la p-nitroanilina predice con exactitud la calidad microbioldgica de los
alimentos, independientemente de las especies predominantes o de las condiciones de

temperatura y pH en que las bacterias se hayan desarrollado.

Todos los objetivos marcados se han alcanzado. Se ha demostrado que existe una
correlacion lineal entre los logaritmos naturales de las absorbancias a 390 nm (actividad
aminopeptidasica de la contaminacién microbiana de carnes picadas), y los logaritmos
decimales de los recuentos en placa de dicha carga, que responde a la ecuacion: Log
ufc/g= 2,42 (Ln abs 390 nm) + 8,78. Ademas se ha observado que las diferencias entre la
actividad aminopeptidéasica de las bacterias alterantes de la carne son minimas, siendo

esta actividad independiente de las condiciones de crecimiento.

Se concluye que el procedimiento desarrollado permite aplicar la prueba de la p-
nitroanilina para estimar la carga bacteriana de la carne picada conservada en
refrigeracion y aerobiosis. La correlacion con el método de recuento en placa (r = 0,91;
n = 110), es comparable a la de otros métodos rapidos; es sensible, porque detecta
niveles a partir de 5x10* ufc/g; es de gran exactitud, porque el 95% de los resultados
estimados estan dentro del intervalo de & 0,70 veces el log ufc/g de los recuentos reales;

es precisa, con un CV del 2,8 % y es rapida, porque puede finalizarse en unas 2 horas y
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media. Todo ello la hacen merecedora de tenerse en cuenta como herramienta de control
microbiologico de la carne picada y otros alimentos, especialmente aquellos mas

perecederos, que exigen decisiones rapidas y acertadas respecto a su destino.
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